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SUMMARY 
 
1. MULTI-OMIC ANALYSIS OF DEGENERATIVE AORTIC STENOSIS: 
MOLECULAR PROCESSES DRIVING CALCIFICATION AND THE ROLE 
OF UNDERLYING ATHEROSCLEROSIS 
1.1. INTRODUCTION 
Aortic stenosis is characterized by an abnormal narrowing of the aortic valve (AV) 
opening, producing a blockage of the blood flow from the left ventricle into the aorta. 
Degenerative aortic stenosis (DAS) is the most common valvular disease in elder 
population and remains the main cause of aortic valve replacement in developed 
countries.  
Traditionally, this disease had been considered as a consequence of the aging process of 
the valve. However, recent studies have provided evidence that inflammation plays a 
key role in the physiopathology of DAS, as well as classical cardiovascular risk factors 
such as hypertension, hypercholesterolemia, diabetes, smoking, age or sex. Besides, 
DAS lesion and atherome plaque share histopathological behaviours at initiation, which 
suggests a deep relationship of atherosclerosis and DAS. 
We propose here a multi-omic analysis of DAS using, on one side, a rabbit animal 
model of the disease to decrease inherent variability of patients´ analyses. On the other 
side, we have recruited human samples from transplants, aortic regurgitation (AR) and 
DAS patients to perform metabolomic and proteomic analyses. Besides, we have used a 
differential proteomic approach using AV tissue from these three different origins from 
patients with and without atherosclerosis, which has allowed us to deepen in the 
relationship between DAS and atherosclerosis. 
1.2. AIM 
The aim of this study was to perform a comprehensive study of the molecular 
mechanisms taking place in the AV during calcification. Furthermore, we sought to 
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deepen in the relationship between atherosclerosis and DAS, searching for similarities 
and divergences between both processes.  
1.3. MATERIAL AND METHODS 
1.3.1. ANIMAL MODEL OF DAS 
Male New Zealand White rabbits were fed ad líbitum with 1% cholesterol-enriched-diet 
+ 50,000 IU vitamin D2 for 12 weeks. Additionally, rabbits fed with normal rabbit chow 
were used as controls. The model was monitored through blood analysis and 
echocardiographic measures to secure an adequate disease development. After 
sacrificed, AVs were extracted, lysed and analyzed by 2D-DIGE. Histological analysis 
confirmed AV degeneration in treated animals. 
1.3.2. MULTI–OMIC ANALYSIS OF HUMAN SAMPLES 
1.3.2.1. Plasma analyses 
Plasma samples from patients with DAS and patients with AR were analyzed using 2D-
DIGE and GC-MS. 
For the proteomic analysis, plasma from 6 DAS patients and 6 AR patients, as controls, 
were isolated. These samples were immunodepleted using the immunoaffinity column 
MARS-14 (Agilent technologies). Proteomic analysis of fractionated plasma was 
performed by 2D-DIGE, seeking to identify low dynamic range proteins involved in the 
disease process. 
To perform the metabolomic analysis of plasma samples by GC-MS, acetonitrile was 
used to precipitate proteins. Then, supernatants were dried and derivatized prior to the 
injection in the mass spectrometer.  
1.3.2.2. Tissue analyses 
We performed two different approaches to characterize AV with DAS: molecular 
histology using MALDI-IMS and differential proteomics using 2D-DIGE.  
Histological sections from 3 regions of a stenotic AV with increasing damage level 
were used in this experiment. Samples were delipidized, dried onto a vacuum chamber 
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and subjected to the spray procedure prior to the analysis using a MALDI-TOF 
spectrometer.  
Finally, we performed two different 2D-DIGE experiments.  In a first experiment, 2D-
DIGE was used to analyze differences in stenotic valves and non-stenotic valves from 
AR patients. Additionally, a second experiment was performed using 6 different groups 
of valves: transplant, AR and DAS, with and without atherosclerosis in all cases. After 
statistical analysis (Student´s T-test or ANOVA with Tukey correction, depending on 
the case), spots of interest were identified using MALDI-TOF/TOF analysis. 
1.4. RESULTS AND DISCUSSION 
1.4.1. ANIMAL MODEL OF DAS 
The existence of DAS was assessed using transthoracic echocardiography, which shows 
higher transvalvular gradient and thickening of the AV in the rabbits with special diet 
(pathological group). Moreover, these animals have increased plasma levels of calcium, 
triglycerides and cholesterol.  
After 2D-DIGE analysis, 15 spots with altered expression levels (average ratio >1.5 or 
<-1.5 and p-value ≤0.05) were found altered. Eight spots, corresponding to 8 proteins, 
were identified using MALDI-TOF/TOF analysis. Among identified proteins, a cardiac-
tissue specific subgroup of cytoskeleton proteins was found, which may be involved in 
the osteoblastic differentiation of VICs and in endothelial dysfunction. Besides, we have 
found proteins related to endoplasmic reticulum stress, hypoxia and inflammation.  
1.4.2. MULTI–OMIC ANALYSIS OF HUMAN SAMPLES 
1.4.2.1. Plasma analyses 
Proteomic and metabolomic approaches and the subsequent integration of these data can 
provide interesting information of the altered pathways in the organism. Besides, as 
plasma is an accessible sample, differences found in this fluid are candidates with 
potential use as biomarkers of disease. 
In the 2D-DIGE analysis, we have found 24 spots with differences in their expression 
(1.5-fold and p-value ≤0.05). Twenty-one spots were identified, corresponding to 12 
different proteins. After classification according to their function, main differences 
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found were associated to coagulation, lipid transport, inflammation and immune 
response processes.  
The metabolomic study showed 19 altered metabolites, all of them increased in the 
DAS group. Changes pointed out alterations related to hypoxia, which implied 
adaptations in the energetic metabolism, but also to matrix remodeling, coagulation, 
oxidative stress and lipid metabolism.  
All together, these results highlighted common altered processes in the plasma from 
DAS patients, such as coagulation, adaptation to hypoxia and lipid metabolism.  
1.4.2.2. Tissue analyses 
For MALDI-IMS experiment, 3 different regions from the same AV were analyzed. 
Consecutive sections were stained to localize elastic fibers, collagen, lipids, 
myofibroblasts and macrophages.  
This methodology generates molecular profiles and two-dimensional ion density maps 
of peptide signals directly from the surface of the histological sections, which were 
submitted to unsupervised statistical analyses to check the existence of different 
molecular zones inside each region. 
We found coincidences between regions found using histological techniques and the 
molecular regions defined by MALDI-IMS. Nevertheless, we have also found structures 
at a molecular level that may be involved in the development of the disease, which were 
not detectable using routine histological techniques.  
Finally, two different 2D-DIGEs were performed. In the first study, we compared AV 
tissue from DAS patients and from AR patients. In this case, 32 spots were found 
differentially expressed (1.5-fold and p-value ≤0.05). We identified 11 different proteins 
related to calcification, matrix remodeling, oxidative stress and immune response. After 
principal component analysis (PCA) and hierarchical clustering, AR valves were found 
to separate into two different groups according to atherosclerosis incidence.  
Taking these results into account, a new study using AV from transplant, AR and DAS 
patients, with and without atherosclerosis in all cases, was designed. As expected, after 
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statistical analysis, the greater differences were found when comparing diseased valves 
(DAS and AR) with control valves from transplants. On the other hand, different 
patterns of expression exist between valves with and without atherosclerosis, with lower 
differences between groups when comparing patients with underlying atherosclerosis.  
The results of this study pointed out that atherosclerosis may induce equivalent 
molecular processes in the AV, independently of its level of affectation, probably via 
circulating factors.  
1.5. CONCLUSIONS 
The use of an animal model has allowed us to study DAS in this species in a controlled 
ambient, without differences due to external factors and cardiovascular risk factors. We 
have primarily identified alterations related to cytoskeleton, hypoxia and endoplasmic 
reticulum stress. 
The combination of proteomic and metabolomic studies of human plasma from AR and 
DAS patients has shown major differences in coagulation and hypoxia adaptation. 
Besides, lipid transport and oxidative stress related molecules appear altered in both 
experiments.  
Analysis using MALDI-IMS has allowed us to study the superficial peptides 
distribution of the AV tissue, showing better resolution than the one achieved using 
routine histological techniques.  
Differences in calcification processes, oxidative stress, inflammation and immune 
response have also been found in the differential proteomic analysis of AV tissue from 
AR and DAS patients, according to plasma results.  
In spite of the fact that the AV from AR patients is not calcified, many differences exist 
between these valves and AV from transplants, suggesting that this tissue is suffering 
activation of inflammatory processes although it is not apparently damaged. 
Furthermore, inflammation and immune response are more severe in valves from DAS 
patients, which also show many alterations related to matrix remodeling.  
The presence of atherosclerosis affects the AV, leading to equivalent molecular 
processes in the valve and the arteries, even if the AV is apparently healthy.  
 22 
 
INTRODUCCIÓN 
 
1. LA VÁLVULA AÓRTICA. BIOLOGÍA Y FUNCIÓN 
La válvula aórtica (VA), una de las cuatro válvulas del corazón, se encuentra situada en 
la raíz aórtica, entre el ventrículo izquierdo (VI) y la arteria aorta, regulando el flujo de 
sangre hacia la aorta durante la sístole e impidiendo su retorno hacia el ventrículo 
durante la diástole.  
1.1. ESTRUCTURA DE LA VÁLVULA AÓRTICA 
Está formada por tres valvas en forma de nido de golondrina, que se insertan en la unión 
ventrículo-arterial, y por una estructura que la aloja compuesta por un anillo (zona de 
inserción de los velos con forma de corona de tres picos), los senos de Valsalva 
(dilataciones entre la pared de la arteria aorta y las valvas semilunares de la válvula 
aórtica; en dos de estos senos se originan las arterias coronarias) y la unión sinotubular 
(cinturón distal rico en fibras elásticas que separa la raíz y la aorta ascendente), de 
forma que la disfunción de cualquiera de estas partes puede alterar la función de la VA 
(1, 2) (Figura I.1.).  
 
Figura I.1. La válvula aórtica. Estructura del arco aórtico en el que se observan los senos de Valsalva 
(1) y las valvas con forma de nido de golondrina (2). Toda la estructura se encuentra situada entre la 
arteria aorta (3) y el ventrículo izquierdo (4) (adaptado de Kasel y col. (3) y Piazza y col. (4)). 
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Histológicamente, las valvas de la VA están recubiertas de una capa de células 
endoteliales valvulares (VECs, Valvular endothelial cells) y consta de tres capas 
internas formadas por células intersticiales (VICs, Valvular interstitial cells), entre las 
que se pueden encontrar fibroblastos, células mesenquimales, células musculares lisas 
(menos de un 5%) y miofibroblastos (2, 5, 6) (Figura I.2.). Las tres capas que la 
componen son las siguientes:  
1) Capa fibrosa: situada en el lado aórtico de la valva. Está compuesta por un 
centro denso de colágeno, responsable de la integridad mecánica de la válvula, y 
fibroblastos. 
2) Capa esponjosa (spongiosa): porción central de tejido conectivo laxo formada 
por fibroblastos, células mesenquimales y matriz rica en polisacáridos. Además 
de proporcionar elasticidad y plasticidad al tejido, actúa como amortiguador 
reduciendo las vibraciones asociadas al cierre de la válvula.  
3) Capa ventricular (ventricularis): situada en el lado ventricular de la valva, está 
constituida por tejido conjuntivo denso con muchas capas de fibras elásticas 
distribuidas radialmente.  
 
Figura I.2. Capas celulares de la válvula aórtica. A la izquierda representación esquemática de las 
capas: Endotelio formado por VECs (1 y 8); fibrosa, constituido por VICs (2) y colágeno (3); esponjosa, 
compuesta por VICs (4) y glucosaminoglicanos (5); y ventricular, con VICs (6) y fibras elásticas (7) 
(adaptado de (5)). A la derecha, tinción histológica de una sección de válvula aortica (adaptado de Schoen 
y col. (7)).  
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Las VICs son las encargadas de producir y reparar la matriz extracelular secretando el 
colágeno, la elastina y los glucosaminoglicanos necesarios para mantener la fuerza y 
elasticidad de la válvula. Por su parte, las VECs presentan una importante función en el 
mantenimiento de la homeostasis de la sangre regulando la permeabilidad, la 
producción de sustancias anticoagulantes y antitrombogénicas, el flujo sanguíneo y la 
respuesta inmune, entre otras funciones (5).  
1.2. FUNCIÓN DE LA VÁLVULA AÓRTICA 
En condiciones normales, las valvas de la VA se acoplan perfectamente cuando se 
cierran en diástole y se abren totalmente en la sístole. La VA sólo se abre cuando la 
presión del VI es mayor que la de la aorta, de forma que la sangre es expulsada desde el 
VI hacia la aorta durante la sístole ventricular. Después de esta contracción, el VI se 
relaja mientras la presión disminuye gradualmente hasta estar por debajo de la presión 
de la aorta. En este momento, la VA se cierra, evitando que la sangre en la aorta vuelva 
al VI durante la diástole (8).  
2. VALVULOPATÍAS AÓRTICAS: DIFERENCIAS ENTRE INSUFICIENCIA 
Y ESTENOSIS 
 
Figura I.3. Diferentes valvulopatías. Esquema representativo de una válvula normal (A) comparada con 
válvulas afectadas de IA (B) y EA (C).  
Las valvulopatías son enfermedades de diversa etiología que afectan a una válvula 
cardíaca, ya sea morfológica o funcionalmente. La pérdida de integridad de la válvula 
puede producir una obstrucción del flujo sistólico sanguíneo hacia la aorta (estenosis), 
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una regurgitación hacia el ventrículo durante la diástole (insuficiencia) o bien una 
combinación de ambas (9).  
En la insuficiencia aórtica (IA), cuando la presión en el ventrículo izquierdo cae por 
debajo de la presión de la aorta, la válvula aórtica no es capaz de cerrarse 
completamente, ya sea debido a alteraciones del tejido valvular o de la pared aórtica 
(Figura I.3.B). Esto provoca un reflujo de sangre desde la aorta hacia el ventrículo 
izquierdo durante la diástole (regurgitación). Puede presentarse de forma aguda como 
consecuencia de una disección aórtica, endocarditis infecciosa o traumatismo torácico 
con rotura valvular, pero es poco habitual. De forma más frecuente, es una enfermedad 
de curso crónico debida a la dilatación de la raíz aórtica o a la presencia de válvula 
bicúspide, entre otras (10). La regurgitación aórtica genera una sobrecarga de volumen 
en el VI, con dilatación de la cavidad e hipertrofia excéntrica de la misma; el volumen 
de latido aumenta, lo que mantiene el gasto cardiaco anterógrado mientras se mantiene 
una función sistólica normal (11).   
 La estenosis aórtica (EA) se caracteriza por un impedimento en la apertura de la VA 
que provoca la obstrucción del flujo sanguíneo desde el ventrículo izquierdo hacia la 
aorta (Figura I.3.C). Es una enfermedad crónica que puede estar producida por 
malformaciones congénitas de la VA o aparecer a lo largo de la vida debido, entre otras 
causas, a la fiebre reumática o a la propia degeneración de la VA (12). Esta última, 
denominada EA degenerativa (EAD), es la causa más frecuente de valvulopatía en el 
individuo adulto (13). En el caso de la EA, el VI tiene que generar una mayor presión 
para vencer la sobrecarga causada por el estrechamiento de la VA y expulsar la sangre 
hacia la aorta. Al igual que en la IA, y a pesar de originarse por causas mecánicas 
opuestas, se produce un aumento de grosor del miocardio causando hipertrofia 
ventricular.  
Con el tiempo, la hipertrofia y dilatación ventriculares dejan de ser efectivas como 
mecanismo compensatorio y pueden aparecer síntomas, como disnea de esfuerzo, 
angina de pecho, síncopes y palpitaciones (14). En fases más avanzadas puede aparecer 
insuficiencia cardiaca franca. De hecho, en el 17% de los cuadros de insuficiencia 
cardíaca se encuentra presente una enfermedad valvular (15), siendo además uno de los 
principales factores predictivos de mortalidad en estos pacientes (16). Esto se debe, 
entre otras cosas, a que el flujo coronario no aumenta en proporción a la masa 
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miocárdica, lo que provoca que el tejido sufra una isquemia aunque el paciente no tenga 
obstrucción de las coronarias. Además, disminuye la contractibilidad del tejido debido a 
la propia dilatación y a una hiperplasia del tejido intersticial (17)  
2.1. CALCIFICACIÓN DE LA VÁLVULA AÓRTICA: LA ESTENOSIS 
AÓRTICA DEGENERATIVA 
La estenosis aórtica degenerativa (EAD) es la enfermedad valvular de mayor 
incidencia en la actualidad y, además, su prevalencia continúa en ascenso debido al 
progresivo envejecimiento de la población en países occidentales (18, 19). Es una 
enfermedad crónica que comienza con una etapa inicial de engrosamiento y rigidez de 
las valvas (esclerosis aórtica) hasta una estenosis severa y calcificada, presentando un 
largo período asintomático, lo que dificulta su diagnóstico de tal forma que cuando 
aparecen los síntomas, el paciente se encuentra en una etapa muy avanzada de la 
enfermedad. Habitualmente, la indicación de la sustitución valvular se determina 
cuando la EA es considerada como severa en presencia de síntomas como angina de 
pecho, sincope o disnea (20) 
Las primeras descripciones sobre la EA calcificada fueron realizadas por Stokes en 
1845 y Möckeberg en 1904. Stokes atribuía la calcificación a la endocarditis mientras 
que Möckeberg sugirió un proceso degenerativo debido al depósito pasivo de calcio 
sobre la válvula en individuos de edad avanzada. Durante años se ha considerado esta 
enfermedad una consecuencia inherente al proceso de envejecimiento de la VA. Sin 
embargo, en las últimas dos décadas numerosos estudios han profundizado en la 
histología de la VA y en los mecanismos celulares y moleculares que inician el 
desarrollo de la lesión. Actualmente, existen una gran variedad de estudios que apoyan 
la hipótesis de que se trata de una enfermedad con una base inflamatoria y que se 
encuentra relacionada con factores de riesgo cardiovasculares como la hipertensión, 
hipercolesterolemia, diabetes, tabaquismo, edad o sexo (21, 22). La degeneración de la 
VA comienza con una disfunción endotelial del lado aórtico de la misma, en los puntos 
sometidos a mayor estrés hemodinámico, como consecuencia de los citados factores de 
riesgo. Esta disfunción conlleva un fenotipo pro-oxidante de las VECs y un aumento en 
la permeabilidad que favorece la acumulación de lipoproteínas de baja densidad en el 
espacio subendotelial de la valva, donde se oxidan (oxLDL), produciendo a su vez 
activación de las VECs.  
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Figura I.4. Mecanismo de calcificación de la válvula aórtica. Esquema representativo donde: IL-1β = 
interleuquina 1β; MMPs = metaloproteinasas de matriz; oxLDL = lipoproteínas de baja densidad 
oxidadas; TNFα = factor de necrosis tumoral alfa (adaptado de Freeman y Otto (23)). 
Éstas expresan moléculas quimiotácticas y de adhesión tales como  E-selectina, 
molécula de adhesión intercelular-1 (ICAM-1) y molécula de adhesión de célula 
vascular-1 (VCAM-1) atrayendo a diversas células inflamatorias, como monocitos 
circulantes y linfocitos T a la capa fibrosa. Una vez allí, los monocitos se diferencian a 
macrófagos, captan las oxLDL y se transforman en células espumosas. Como 
consecuencia de la necrosis que sufren las células espumosas se liberan citoquinas y 
proteínas implicadas en la formación de hueso al medio intersticial, produciéndose la 
activación de los linfocitos T. Estos últimos liberan citoquinas y metaloproteinasas, 
degradando el colágeno, la elastina y los proteoglicanos que forman la matriz de la VA. 
Además, las citoquinas pro-inflamatorias liberadas por ambos tipos de células activan a 
las VICs de forma que se produce una diferenciación fenotípica de fibroblastos a 
miofibroblastos. En última instancia, un subgrupo de estos miofibroblastos se 
diferencian a osteoblastos, lo que conduce a la posterior formación de nódulos de calcio 
que inmovilizan las valvas y acentúan el grado de obstrucción (23-25) (Figura I.4). 
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El engrosamiento de la válvula con la consecuente hipoxia del tejido y la respuesta 
inflamatoria que tiene lugar durante el desarrollo de la enfermedad tienen asociado un 
efecto angiogénico. El aumento del factor de crecimiento de transformación β (TGF-β) 
así como el factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF), entre otros, conduce a 
la formación de nuevos vasos sanguíneos en las valvas de las VA calcificadas (26-28). 
3. ESTENOSIS AÓRTICA Y ATEROSCLEROSIS 
Este proceso de degeneración y calcificación presenta diversas similitudes con otra 
patología cardiovascular de gran prevalencia, la aterosclerosis, por lo que se piensa que 
ambas enfermedades están relacionadas. La aterosclerosis es una enfermedad que 
consiste en la acumulación de lípidos y material fibroso (placa de ateroma) en la pared 
de las arterias, ocasionando un estrechamiento progresivo del vaso y, 
consecuentemente, y una reducción del flujo sanguíneo. Al igual que en la EAD, el 
origen de la lesión se produce con una disfunción endotelial que favorece la infiltración 
de células inflamatorias así como la deposición de lípidos en la pared del vaso (29-31). 
También se ha descrito en ambas patologías la implicación de la osteopontina en los 
procesos de calcificación (32-34). Además, se ha visto que los factores de riesgo 
asociados a la progresión de la aterosclerosis como la edad, género, diabetes, colesterol, 
hipertensión y tabaquismo están implicados en el desarrollo de la EAD (35, 36).  
Sin embargo, también hay que recalcar ciertas diferencias entre las dos patologías. 
Aunque se inician de manera similar, la VA presenta mucho menor número de células 
musculares lisas y una calcificación más acuciada debido al papel de las VICs (37). 
Además, la rigidez de VA y arteria, al ser estructuras funcionalmente tan dispares, 
provoca consecuencias opuestas. Por este motivo, las manifestaciones clínicas más 
severas se deben a causas diferentes. En el caso de la EAD, se producen debido al 
engrosamiento y calcificación de la válvula, que obstruye el flujo sanguíneo. Sin 
embargo, en el caso de la aterosclerosis es determinante la estabilidad de la placa de 
ateroma ya que en su interior contiene una gran cantidad de agentes protrombóticos 
(38). De hecho, la mayoría de los infartos de miocardio, que es la principal causa de 
muerte derivada de la aterosclerosis, se deben a la ruptura de una placa de ateroma en la 
coronaria (39). En este sentido, el calcio juega un papel importante en la aterosclerosis 
ya que está más relacionado con la estabilidad de la placa que con la obstrucción del 
flujo. La presencia de calcio se ha relacionado con una menor vulnerabilidad de la placa 
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y, por tanto, mayor protección frente a la ruptura de la misma (40, 41) aunque existe 
cierta controversia cuando se habla de microcalcificaciones (42). También se han 
realizado estudios en pacientes con EAD con estatinas, cuya eficacia en la enfermedad 
coronaria ha sido ampliamente demostrada, sin encontrarse ningún beneficio (43, 44). 
Además, sólo el 50% de los pacientes con EAD tienen aterosclerosis coronaria (algo 
acorde con su avanzada edad) mientras que la mayoría de los pacientes con 
aterosclerosis no presentan EAD. Esto resalta el hecho de que, aunque ambas patologías 
comparten factores de riesgo, deben existir factores adicionales que contribuyen al 
desarrollo de EAD (45). 
4. MODELOS ANIMALES 
 
Figura I.5. Tipos de modelos utilizados en estudios biológicos. En esta figura podemos ver en orden 
creciente de complejidad los diferentes modelos utilizados en los estudios biológicos atendiendo al precio 
reproducibilidad, manejo, ética, similitud con el ser humano y extrapolación de resultados. 
Se define un modelo experimental como cualquier sistema, lógico, físico o biológico, 
capaz de simular total o parcialmente el proceso que pretendemos estudiar. Dentro de 
los modelos biológicos existen, en orden creciente de complejidad, los modelos 
moleculares, celulares, tisulares y animales, situándose en la cúspide el humano a través 
de los ensayos clínicos (Figura I.5). Como norma general, cuanto más simple sea un 
modelo más fácil será su interpretación, pero más se alejará de la situación real. Es por 
eso que los estudios fisiopatológicos suelen comenzar en modelos moleculares y/o 
celulares sencillos, en cuyos resultados se basará la fase experimental posterior con 
modelos animales.  
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Los modelos animales presentan una serie de ventajas metodológicas respecto a la 
experimentación en humanos. Dado que podemos planificar en el tiempo todos los 
experimentos, es posible realizar las manipulaciones necesarias de forma simultánea a 
los distintos grupos de animales. Además, permite un mayor control del experimento ya 
que podemos controlar factores externos, como la dieta o las condiciones ambientales,  
e incluso factores genéticos en nuestros animales de experimentación. De hecho, 
podemos crear grupos experimentales que se diferencien en uno o varios rasgos 
genéticos o, por el contrario, trabajar con una muestra de individuos genéticamente 
idénticos (en el caso de trabajar con determinados animales como rata o ratón). Esto se 
traduce en un incremento en la reproducibilidad de los resultados respecto a los ensayos 
clínicos y, por lo tanto, una mayor facilidad en su interpretación. No obstante, la 
experimentación animal también presenta limitaciones, siendo la más importante las 
diferencias existentes entre humanos y animales, no solo a nivel anatómico sino también 
respondiendo de forma diferente a enfermedades y tratamientos farmacológicos. Por 
estos motivos, las conclusiones que se extraen de los estudios con modelos animales no 
son siempre extrapolables a una situación clínica real, aunque su uso ha contribuido de 
forma sustancial a la mejora del conocimiento de muchas enfermedades, permitiendo el 
desarrollo de técnicas diagnósticas y procedimientos preventivos y terapéuticos. 
Actualmente la experimentación animal es un requisito legal encaminado a garantizar la 
seguridad antes de introducir nuevos fármacos y procedimientos en la clínica. Hay que 
tener en cuenta que siempre que se utilicen animales de experimentación, éstos deben 
mantenerse en óptimas condiciones, existiendo una normativa y unos procedimientos de 
regulación cuya finalidad es evitar el sufrimiento de los animales durante el desarrollo 
de los estudios experimentales (46, 47). 
4.1. MODELOS ANIMALES Y EAD 
Los modelos animales son una herramienta muy importante para estudiar el inicio y 
desarrollo de la EAD in vivo, así como para establecer la efectividad de las 
intervenciones terapéuticas. Las especies más utilizadas son el ratón y el conejo, debido 
en parte a su tamaño y manejabilidad. El mayor inconveniente del modelo de ratón es 
que su VA difiere a nivel histológico de la humana, al no presentar una estructura en 
capas (48). A cambio, tienen una alta tasa de reproducción y una vida media corta, lo 
que permite estudiar la historia natural de la enfermedad en un tiempo corto. Por otra 
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parte, son animales en los que la manipulación genética es relativamente sencilla, 
pudiendo trabajar con cepas controladas transgénicas o no (49-51). En el caso de los 
conejos es posible inducir la EAD mediante una hipercolesterolemia producida por la 
dieta, sin embargo, en el de los ratones, estos necesitan una predisposición genética para 
desarrollar la enfermedad.  Por otro lado, también están los modelos porcinos, cuyo uso 
está bastante extendido para el estudio de la aterosclerosis debido a las similitudes 
existentes entre su sistema circulatorio y el humano. De hecho el metabolismo de sus 
lipoproteínas es muy similar al de humanos, lo que podría explicar que desarrollen 
aterosclerosis espontáneamente, de forma análoga a los humanos (52). Existen 
diferentes modelos de aterosclerosis inducida en cerdos, sin embargo, presentan un 
complicado manejo debido a su tamaño y un mantenimiento más caro, por lo que hasta 
la fecha se ha utilizado en pocos estudios de EAD (53, 54) 
4.1.1. MODELOS EN CONEJO 
 En esta Tesis Doctoral hemos utilizado el conejo como modelo animal debido a que su 
válvula presenta tres capas como ocurre en el caso de la humana (55). Además, al 
tratarse de un animal de mayor tamaño que el ratón, ésta es más manejable y permite 
obtener un mayor rendimiento en estudios moleculares. Por otra parte, este animal 
comparte varios aspectos del metabolismo de las lipoproteínas con los humanos, como 
la composición de la apolipoproteína B, la producción de apolipoproteína B100 por el 
hígado y la alta tasa de absorción de colesterol de la dieta (56-58), lo que lo hace un 
modelo más extrapolable al humano en el estudio de la EAD. Sin embargo, el conejo no 
forma lesiones ateroscleróticas de forma espontánea, por lo que necesita altos niveles de 
colesterol y/o suplementos de vitamina D2 para la inducción de una EAD moderada (59-
61). 
El modelo de conejo más  utilizado para EAD es el conejo blanco de Nueva Zelanda 
(New Zealand White Rabbit, NZWR) con hipercolesterolemia inducida por la dieta, que 
puede ser: 1) con niveles variables de colesterol, 2) con niveles moderados de colesterol 
suplementado con vitamina D2 o 3) sólo con vitamina D2. En el primer caso, cuando se 
administran niveles bajos de colesterol en la dieta, no se aprecia calcificación hasta los 
30 meses (55). Sin embargo, al elevar la dosis de colesterol, comienza a apreciarse 
cierta calcificación a las 12 semanas de tratamiento (59). Suplementando este tipo de 
dieta con vitamina D2, se produce un desarrollo de la EAD a las 10-12 semanas, con 
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suficiente calcificación y engrosamiento para causar una disminución del área de 
apertura de la VA (61). Este modelo es el más habitual, ya que produce mayor grado de 
lesión y el desarrollo de ésta es más rápido que utilizando de forma individual el 
tratamiento con vitamina D2 o la dieta rica en colesterol (60, 62) 
Al igual que en roedores, también existen modelos en conejos que presentan 
alteraciones genéticas en el receptor de LDL y/o apoliproteínas. Es el caso del conejo 
Watanabe con hiperlipemia heredable (Watanabe heritable hyperlipidemic, WHHL), 
que presenta un defecto en el receptor de LDL (63).  
5. LA INVESTIGACIÓN A TRAVÉS DE LAS CIENCIAS –ÓMICAS 
5.1. PROTEÓMICA 
La secuenciación del genoma ha generado una gran cantidad de información y ha 
despertado el interés por el estudio directo de los productos codificados por los genes, 
es decir, las proteínas. En 1994, Wilkins acuñó el término proteoma, fusión de 
“proteína” y “genoma”, para referirse a la dotación completa de proteínas expresadas en 
un organismo o sistema biológico, incluyendo sus modificaciones, en un momento dado 
y unas condiciones determinadas (64). La Proteómica es, por tanto, la ciencia encargada 
de estudiar de manera dinámica el proteoma permitiendo identificar y clasificar a las 
proteínas con respecto a su función y a las interacciones que establecen entre ellas (65).  
Dado que las proteínas son el producto final de la expresión génica, la Proteómica 
constituye una poderosa herramienta para el estudio de sistemas biológicos, ya que el 
proteoma refleja un estado concreto del organismo y varía según su situación funcional 
(66). 
Dentro de las múltiples aplicaciones que tiene en el campo de la Biomedicina, destacan 
los estudios de Proteómica de "Expresión Diferencial" para identificar alteraciones en 
los niveles de expresión debido a procesos fisiopatológicos o agentes externos. Su 
objetivo es definir qué proteínas están implicadas en esos procesos para facilitar la 
búsqueda de dianas farmacológicas y de biomarcadores diagnósticos. Los enfoques 
proteómicos clásicos para este fin se basan principalmente en el análisis comparativo de 
los perfiles proteicos de dos o más grupos diferentes (individuos sanos frente a 
patológicos, enfermos sometidos a distintos tratamientos etc.) mediante el uso 
combinado de la electroforesis bidimensional (2-DE) y la espectrometría de masas 
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(MS). Sin embargo, el desarrollo de nueva instrumentación analítica, especialmente en 
el ámbito de la MS con la aparición de espectrómetros cada vez más potentes, así como 
las mejoras en las técnicas de ionización suave, han multiplicado de forma espectacular 
el número de proteínas que pueden identificarse en una mezcla compleja y han dado 
lugar a la descripción de proteomas que no se conocían hasta el momento. Por otro lado, 
el avance de la bioinformática ha sido fundamental en este desarrollo, permitiendo una 
creciente capacidad para reunir, almacenar, procesar y visualizar la gran cantidad de 
datos que se generan en los estudios proteómicos. 
5.1.1. MÉTODOS EMPLEADOS EN PROTEÓMICA 
Debido a la gran variedad de técnicas y metodologías que existen dentro del campo de 
la Proteómica, es de vital importancia elegir la más apropiada en función del tipo de 
muestra, el diseño experimental y la finalidad del estudio. En general, los experimentos 
proteómicos pueden dividirse en tres etapas básicas:  
1) Preparación de la muestra 
2) Separación de proteínas 
3) Análisis por MS e identificación de proteínas 
Hay que tener en cuenta que todas las etapas del flujo de trabajo están relacionadas 
entre sí por lo que es importante que las técnicas usadas durante la preparación de la 
muestra sean compatibles con las utilizadas en la separación. Del mismo modo, la 
elección del tipo de análisis de MS debe ser determinada en función de la técnica de 
separación empleada.  
5.1.1.1. Preparación de la muestra 
Una adecuada obtención y preparación de la muestra es fundamental para que los 
estudios proteómicos sean fiables, de hecho podemos decir, sin exagerar,  que es el paso 
crítico de los análisis proteómicos. En el caso de los estudios biomédicos, es común el 
análisis de tejido, células y fluidos biológicos. Dado que son muestras muy diferentes y 
que pueden provenir de distintos orígenes, es muy importante utilizar un protocolo 
adaptado, tanto a la muestra como al tipo de proteínas al que va dirigido (proteínas 
solubles, de membrana, etc.). 
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El primer paso de preparación de la muestra es la obtención/aislamiento del material 
biológico que vamos a necesitar. Hay que estandarizar el protocolo de obtención: tipo 
de tubos, uso o no de torniquete en extracciones de sangre, tiempo desde la obtención 
hasta el procesado, almacenamiento, etc. Para plasma, por ejemplo, las muestras de 
sangre deben ser procesadas rápidamente, pero para suero se debe proporcionar 
suficiente tiempo para la coagulación adecuada. Si utilizamos células es fundamental el 
lisado de las mismas (mediante  métodos físicos o químicos) mientras que si analizamos 
tejido será necesario añadir un paso que permita su disgregación. Uno de los puntos 
críticos es la temperatura: la mayoría de los procedimientos deben realizarse a un 
máximo de 4℃ con el objeto de reducir la actividad de las proteasas presentes en la 
muestra, cuya actividad podemos neutralizar además mediante el uso de inhibidores. 
La eliminación de sustancias contaminantes que puedan interferir con análisis 
posteriores, o su dilución hasta límites tolerables por la metodología, es un paso 
imprescindible. Por ejemplo, la concentración de sales debe reducirse mediante diálisis 
o precipitación de las proteínas en muestras que vayan a ser analizadas mediante 
electroforesis bidimensional, ya que éstas impiden un correcto isoelectroenfoque de las 
proteínas debido a un aumento de la conductividad. Otros contaminantes, como los 
lípidos, forman complejos con proteínas de membrana disminuyendo su solubilidad. 
También es necesaria la eliminación de polisacáridos, ácidos nucleicos y cualquier otra 
sustancia que pueda provocar distorsiones en la separación e identificación de las 
proteínas. 
La solubilización de las proteínas mediante su disociación y desnaturalización es un 
paso crítico para conseguir estudiar las proteínas de una mezcla compleja de forma 
individualizada. La desnaturalización se consigue con la adición de agentes caotrópicos, 
como la urea o la tiourea, al tampón de solubilización para romper los enlaces 
hidrofóbicos de las proteínas, así como las interacciones intramoleculares. Para impedir 
que se formen de nuevo las interacciones hidrofóbicas y mantener a las proteínas en 
solución se debe incluir un detergente como CHAPS, SDS o Tritón X-100. Una vez 
desnaturalizadas, las proteínas deben ser reducidas y alquiladas para evitar la formación 
de enlaces disulfuro entre los grupos tiol de las cisteínas y así prevenir su plegamiento. 
El ditiotreitol (DTT), β-mercaptoetanol y las fosfinas son los agentes reductores más 
utilizados mientras que la iodoacetamida, las vinilpiridinas o algunos derivados de la 
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acrilamida son agentes alquilantes habituales (67-70). Es importante que los compuestos 
utilizados sean compatibles con las técnicas proteómicas que se vayan a realizar más 
adelante.  
Debido a que la solubilización genera habitualmente mezclas proteicas demasiado 
complejas que son muy difíciles de separar, con frecuencia se opta por el 
fraccionamiento previo a la separación de la muestra, lo que permite aumentar el 
número de identificaciones y mejorar la detección de proteínas presentes en menor 
concentración. Se pueden aislar y caracterizar orgánulos y otras estructuras subcelulares 
para reducir la complejidad respecto al extracto proteico completo (71). También se 
puede enriquecer la muestra en proteínas de interés mediante purificación por afinidad 
(72) o, por el contrario, utilizar anticuerpos específicos para eliminar o reducir la 
concentración de proteínas de gran abundancia que dificultan el estudio de las proteínas 
de interés, como suele hacerse en el caso de la albúmina sérica del plasma sanguíneo 
(73) y en el de otras proteínas de gran abundancia en la sangre.  
5.1.1.2. Separación de proteínas 
Como hemos visto, la mayoría de las muestras biológicas son mezclas complejas de 
proteínas por lo que es imprescindible el uso de una o varias técnicas de separación 
previas al análisis por MS, pudiendo utilizarse una combinación de varias técnicas de 
manera consecutiva. Existen diversas técnicas de separación basadas en diferentes 
propiedades como la electroforesis capilar, que permite separar las proteínas en función 
de su relación masa/carga, o el isoelectroenfoque en solución (‘off-gel’) que lo hace 
según su punto isoeléctrico (pI), pero las técnicas más habituales, y las utilizadas en esta 
Tesis Doctoral, son la electroforesis bidimensional (2-DE) y la cromatografía, 
principalmente la cromatografía líquida (LC) bidimensional.  
1) Electroforesis bidimensional (2-DE) 
La 2-DE es una técnica de separación de mezclas complejas de proteínas según su punto 
isoeléctrico (pI) y su masa molecular (MM). Puede aplicarse a una gran variedad de 
muestras biológicas y, además, presenta una gran capacidad resolutiva que se consigue 
mediante dos pasos electroforéticos consecutivos: 1) isoelectroenfoque (IEF) y 2) 
electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) (74, 75). 
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Durante el IEF, las proteínas de la muestra son separadas en un gradiente de pH gracias 
a la aplicación de un campo eléctrico (76). Dado que las proteínas son moléculas 
anfotéricas, tendrán carga positiva cuando se encuentren en regiones de pH inferiores a 
su punto isoeléctrico y carga negativa cuando estén en regiones de pH superiores. Esta 
característica hará que, al aplicar una diferencia de potencial, las proteínas se muevan 
por el gradiente hasta alcanzar la región donde el pH coincida con su pI, momento en el 
que la proteína tiene carga neta neutra y se detiene su movimiento. Actualmente, se 
utilizan tiras comerciales de acrilamida con gradiente inmovilizado de pH (IPG) que se 
hidratan mediante la utilización de un tampón de rehidratación. Es importante evitar en 
este paso reactivos que puedan modificar la carga neta de las proteínas como 
detergentes iónicos (SDS) o β-mercaptoetanol. 
Antes de realizar la segunda dimensión, es necesario realizar un tratamiento de 
equilibrado de las tiras IPG (con la muestra ya enfocada) que le aportará el SDS 
necesario para la electroforesis, y en el que se provoca la disociación de los puentes 
disulfuro mediante reducción de los grupos tiol de las proteínas y se previene su re-
oxidacción mediante alquilación. La electroforesis SDS-PAGE se realiza según el 
protocolo descrito por Laemmli (77). La poliacrilamida empleada en la polimerización 
va a formar una red que ralentiza la migración de las proteínas de forma directamente 
proporcional a la MM de las mismas. Diferentes porcentajes de acrilamida puede 
utilizarse en función del rango de MM que queramos resolver.  
Puesto que la separación del SDS-PAGE se realiza de forma perpendicular al 
isoelectroenfoque, el resultado es un mapa de proteínas con unas coordenadas x e y que, 
además, puede teñirse permitiendo la visualización de las manchas proteicas. Existen 
diferentes métodos de tinción con diferencias notables en relación a la sensibilidad, 
linealidad, homogeneidad y reproducibilidad a la hora de detectar las proteínas (78). 
Actualmente las más utilizadas son la tinción de plata (con alta sensibilidad pero baja 
linealidad), azul de Coomasie (con diferentes sensibilidades según el tipo de compuesto 
(79)) o tinciones fluorescentes como en SYPRO Ruby u Oriole (80). Los geles teñidos se 
escanean y digitalizan utilizando un escáner apropiado según sea una tinción 
colorimétrica o fluorescente. Esas imágenes se exportan a programas especializados, 
como PDQuest (Bio-Rad) o SameSpots (Nonlinear Dynamics), que permiten la 
detección y cuantificación de las manchas proteicas, así como el análisis estadístico, con 
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el objetivo de detectar perfiles de expresión característicos de los grupos de estudio y las 
diferencias entre ellos (81, 82). Las manchas proteicas de interés pueden escindirse del 
gel para su posterior identificación por MS. 
Una de las ventajas de esta metodología es la obtención de un mapa de proteínas 
intactas que proporciona información acerca de los cambios en los niveles de expresión 
proteica, isoformas o modificaciones postraduccionales. Sin embargo, es difícil estudiar 
ciertos grupos de proteínas como las muy alcalinas o las proteínas de membrana, que 
exigen una optimización de los pasos de la preparación de la muestra para poder ser 
analizadas (83).  
Electroforesis bidimensional diferencial en gel (2D-DIGE)  
Con el fin de incrementar la sensibilidad, reproducibilidad y fiabilidad del análisis de 
expresión diferencial utilizando 2-DE, se ha desarrollado una metodología basada en un 
marcaje covalente de las proteínas antes del IEF: la electroforesis bidimensional 
diferencial en gel (2D-DIGE) (84). Está basada en unas moléculas fluorescentes 
denominadas fluoróforos o fluorocromos que presentan la misma MM pero diferentes 
espectros de excitación y emisión, lo que permite su detección de manera independiente. 
Existen dos versiones comerciales de los fluoróforos: los de marcaje mínimo (tres 
fluorocromos: Cy2, Cy3 y Cy5) y los de marcaje a saturación para muestras escasas 
(dos fluorocromos: Cy3 y Cy5), con diferentes sensibilidades y mecanismos de unión a 
las proteínas. En el caso del marcaje mínimo, que es el que hemos usado en este trabajo, 
cada gel bidimensional puede contener tres muestras: dos pertenecientes a diferentes 
grupos del estudio y una tercera, llamada estándar interno, que contiene una mezcla a 
partes iguales de todas las muestras del análisis. Este estándar se marcará siempre con el 
fluorocromo Cy2 (según instrucciones de la casa comercial) y se incluirá en todos los 
geles, lo que nos permite realizar una cuantificación más precisa ya que ayuda a 
normalizar los resultados de cuantificación de las manchas proteicas, minimizando las 
posibles diferencias técnicas producidas durante toda la manipulación (85).  Después, 
pueden digitalizarse las imágenes de los geles obteniendo una imagen de cada 
fluorocromo por separado empleando un escáner de fluorescencia y posteriormente 
importarlas a un programa específico, como DeCyder (GE Healthcare), donde se realiza 
un procesamiento de las mismas, además de un análisis estadístico y cuantitativo (86).  
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En resumen, la técnica 2D-DIGE permite una reducción en el número de geles 
empleados mejorando la reproducibilidad de los mismos. Además, al ser un método de 
fluorescencia, proporciona mayor sensibilidad y linealidad en el rango dinámico (87) y, 
al incluir el estándar interno, mejora la fiabilidad de la comparación entre geles (85).  
2) Cromatografía líquida (LC) 
La cromatografía líquida (LC) es una técnica de separación en la que los componentes 
de una mezcla compleja son separados en base a su diferente velocidad de 
desplazamiento al ser arrastrados por una fase móvil líquida a través de un lecho 
cromatográfico que contiene la fase estacionaria. Es una técnica que puede aplicarse a 
una gran variedad de moléculas, como péptidos o proteínas, para separarlas en función 
de sus propiedades físicas y/o químicas, existiendo diferentes tipos según el soporte 
cromatográfico que se utilice. Las más utilizadas son las de intercambio iónico, fase 
reversa, afinidad y exclusión molecular.  
Esta metodología presenta una gran versatilidad ya que puede utilizarse como paso 
complementario a la 2-DE (88-90) o bien utilizarse varias columnas cromatográficas 
diferentes de forma consecutiva (91). Además, la LC puede acoplarse directamente a un 
espectrómetro de masas (LC-MS) mediante el empleo de una fuente de ionización tipo 
electrospray (ESI) (92).  
5.1.1.3. Análisis por espectrometría de masas 
La espectrometría de masas (MS) es un método analítico que utiliza el movimiento de 
iones en campos electromagnéticos para clasificarlos en función de su relación 
masa/carga (m/z). Se realiza con unos equipos llamados espectrómetros de masas que 
son capaces de ionizar las moléculas, separarlas según su m/z y detectarlas. Aunque el 
primer espectrómetro de masas fue desarrollado a principios del siglo XX, hasta la 
aparición de las primeras técnicas de ionización suave como el electrospray (ESI)  (93) 
y la ionización por desorción con láser asistida por matriz (MALDI) (94) en la década 
de los 80, no se pudo aplicar la MS al estudio de biomoléculas como las proteínas. Esta 
técnica presenta una gran sensibilidad, con límites de detección de hasta attomoles (10
-
18 
moles), y es muy versátil, permitiendo determinar la estructura de compuestos de 
múltiples tipos independientemente de su volatilidad, polaridad o estado (sólido, líquido 
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o gaseoso). Además, permite la medición exacta de la masa molecular de un analito, así 
como de los productos de su fragmentación enzimática o mecánica, con las que se lleva 
a cabo la identificación del mismo. En el campo de la Proteómica, los espectrómetros de 
masas se utilizan frecuentemente para identificar proteínas, detectar sus modificaciones 
covalentes y, en el caso de las proteínas recombinantes, para caracterizarlas y como 
control de calidad (95). 
1) Estructura básica de un espectrómetro de masas 
Los espectrómetros de masas están constituidos por tres elementos fundamentales que 
pueden combinarse entre sí, determinando las características del equipo en términos de 
resolución, velocidad, sensibilidad y exactitud en la medida de la masa (96, 97). Estos 
elementos son (Figura I.6):  
‐ Fuente de ionización: convierte las moléculas en iones en fase gaseosa. 
En el caso de la Proteómica, los tipos de fuentes de ionización se basan 
en métodos de ionización suave, aptos para muestras no volátiles y 
térmicamente inestables, en los que la muestra se transforma 
directamente en iones gaseosos. Se utilizan de forma habitual la 
ionización por desorción láser asistida por matriz (MALDI) y la 
ionización por electrospray (ESI). 
‐ Analizador de masas: separa los iones procedentes de la fuente 
aprovechando su diferencia de comportamiento dentro de un campo 
electromagnético debido a su diferente m/z. Además, debe ser capaz de 
enviar los iones separados al detector. Los analizadores de masas más 
comúnmente utilizados son el cuadrupolo o trampa lineal (Q, 
Quadrupole), el de tiempo de vuelo (TOF, Time-Of-Flight), la trampa 
iónica (IT, Ion Trap) o la trampa orbitral (Orbitrap), y pueden emplearse 
tanto de manera individual como en tándem. 
‐ Detector: Los detectores tienen como función detectar el flujo de iones 
que sale del analizador y convertir esa información en una señal eléctrica 
que se transmite a un ordenador, donde se registra en forma de un 
espectro de masas. Este espectro representa la abundancia relativa de los 
iones detectados respecto de su relación m/z y permite la identificación 
del compuesto. Posteriormente, estos datos pueden ser procesados y 
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presentados mediante un programa de tratamiento y análisis de datos. 
Las características más importantes que debe presentar un detector son 
sensibilidad, exactitud, resolución, tiempo de respuesta, estabilidad, 
amplio intervalo dinámico y un nivel de ruido bajo. 
Es habitual el uso de espectrómetros de masas con dos analizadores separados por una 
celda de colisión, lo que se denomina espectrometría de masas en tándem o MS/MS. 
Las distintas combinaciones de fuentes de ionización y analizadores de masas utilizadas 
en el desarrollo de esta Tesis Doctoral se encuentran detalladas más adelante, en este 
mismo apartado.  
 
Figura I.6. Diferentes elementos de un espectrómetro de masas. Todo espectrómetro consta de las 
siguientes partes: sistema de introducción de muestras, sistema de vacío, fuente de ionización, analizador 
de masas y detector de iones. 
2) Identificación de proteínas: huella peptídica y espectrometría de masas en 
tándem 
Existen dos aproximaciones diferentes a la hora de identificar proteínas mediante MS.  
La estrategia más sencilla se denomina huella peptídica (PMF, peptide mass 
fingerprint) y se basa la identificación de una proteínas mediante la detección de las 
masas de los péptidos obtenidos tras una digestión enzimática. La digestión se lleva a 
cabo antes de la ionización de la muestra, siendo lo más habitual el uso de la enzima 
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tripsina debido a que corta específicamente en el extremo C-terminal de los residuos de 
lisina y arginina. Tras el análisis en el espectrómetro, se compara, mediante un motor de 
búsqueda, el espectro obtenido con los espectros teóricos de una base de datos que 
contiene las digestiones teóricas de todas las proteínas descritas. De esta forma, 
obtenemos un listado de las posibles proteínas ordenadas según su mayor correlación 
con el espectro, lo que se corresponde con un mayor valor de significación. Este tipo de 
identificación suele utilizarse en el caso de mezclas de baja complejidad como manchas 
proteicas de geles 2-DE o bandas de geles 1-DE y fracciones cromatográficas sencillas. 
Sin embargo, cuando tenemos mezclas complejas o queremos confirmar una 
identificación obtenida por PMF, se necesita más información que la que se obtiene del 
espectro de masas de los péptidos detectados de la proteína a identificar. Para ello se 
utilizan espectrómetros de masas con dos analizadores separados por una celda de 
colisión, lo que se denomina espectrometría de masas en tándem o MS/MS. En el 
primer analizador se genera el espectro de masas de la proteína y se seleccionan o 
miden los valores m/z de los péptidos intactos ionizados (ión precursor). Los péptidos 
seleccionados pasan a la celda de colisión, que normalmente está presurizada con un gas 
inerte, y colisionan con las moléculas neutras del gas lo que provoca la fragmentación 
del ión precursor en pequeños fragmentos cargados (iones producto). Este proceso se 
denomina disociación inducida por colisión (CID). Existen dos nuevos métodos de 
fragmentación basados en la transferencia de electrones a los iones presentes en la 
cámara de colisión denominados disociación por captura de electrones (ECD) y 
disociación por transferencia de electrones (ETD). Los iones producto entran en el 
segundo analizador donde se genera un nuevo espectro de masas denominado espectro 
de fragmentación. Este espectro es característico de cada péptido, lo que permite 
realizar la identificación de la proteína completa e incluso la secuenciación total o 
parcial del péptido. 
La interpretación de los espectros de masas constituye una parte fundamental de esta 
metodología. Debido a la cantidad de información que se genera, se necesita un sistema 
informático para el control del equipo. Sin embargo, aunque existen programas que 
realizan la interpretación de los espectros, en esta fase del trabajo, la experiencia del 
espectrometrista es fundamental. De hecho, pese a la capacidad de procesamiento de 
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datos que proporciona actualmente la informática, el chequeo manual e integración de 
los resultados obtenidos es una práctica muy recomendable. 
3) Espectrómetros y métodos utilizados en esta Tesis Doctoral 
Durante el desarrollo de este trabajo se han empleado dos espectrómetros de masas 
diferentes para los análisis proteómicos: 1) MALDI-TOF/TOF para la identificación de 
proteínas de interés encontradas durante los estudios de expresión diferencial y 2) ESI-
triple cuadrupolo (QqQ) para la cuantificación dirigida de proteínas previamente 
identificadas mediante monitorización por reacción de selección (SRM, selected 
reaction monitoring). 
Identificación de proteínas mediante MALDI-TOF/TOF 
Está formado por una fuente de ionización MALDI y dos analizadores tipo TOF, 
separados por una cámara de colisión (Figura I.7).  
En el caso de la ionización MALDI, el analito se mezcla con un compuesto aromático 
(denominado matriz) en presencia de un disolvente orgánico sobre una superficie 
metálica, de forma que ambas co-cristalizan al evaporarse el solvente. Estos cristales se 
someten a pulsos cortos de láser ultravioleta en condiciones de alto vacío, lo que 
produce que la absorción de energía por parte de la matriz sea convertida en energía de 
excitación, transfiriéndose un protón a la muestra. Además, el aumento de energía 
conlleva una rápida sublimación de la muestra de forma que el analito queda ionizado y 
en fase gaseosa. La acción de un campo eléctrico (20-25kV) produce el movimiento de 
los iones del analito hacia el analizador de masas.  
En los analizadores tipo TOF se mide el tiempo que necesitan los iones acelerados por 
un campo eléctrico para recorrer un tubo de vuelo, cuya longitud depende de las 
características del instrumento, sometidos a un vacío y en ausencia de campo eléctrico 
y/o magnético. La velocidad que alcanzan los iones será directamente proporcional a su 
m/z y, por lo tanto, el tiempo de vuelo será inversamente proporcional a este cociente. 
Algunos analizadores TOF incluyen un espejo electrostático, denominado reflector, al 
fondo del tubo para aumentar la longitud del tubo de vuelo y, por tanto, la resolución 
del equipo. Al tener dos analizadores en tándem, todos los péptidos son analizados en el 
primer TOF, pero solo los seleccionados pasan a la celda de colisión, donde se 
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fragmentan. Los iones así generados entran en el segundo TOF, generándose el espectro 
de fragmentación.  
 
Figura I.7. Espectrómetro de masa MALDI-TOF/TOF. Este equipo consta de una fuente de ionización 
por desorción láser asistida por matriz (MALDI) y analizador tipo tiempo de vuelo/tiempo de vuelo 
(TOF/TOF). El cálculo de la m/z del analito se basa en el tiempo que necesitan los mismos para recorrer 
el tubo de vuelo. B) Fuente de ionización por electrospray (ESI) y analizador triple cuadrupolo (QqQ). 
Adaptado de Aebersold y col. (96) 
Es habitual la utilización de equipo MALDI-TOF/TOF para el análisis de biomoléculas 
ya que permite analizar un amplio intervalo de masas de forma rápida, con espectros 
sencillos y buena sensibilidad para la detección de péptidos. Sin embargo, presentan una 
baja reproducibilidad debido a la dificultad para controlar el proceso de cristalización y 
la producción de iones, así como una baja resolución para la determinación de las 
masas, por lo que suele utilizarse para la identificación de mezclas de baja complejidad 
como manchas proteicas de geles 2-DE o bandas de geles 1-DE y fracciones 
cromatográficas sencillas (97). 
Validación mediante monitorización por reacción de selección usando ESI-QqQ 
El equipo usado en este caso consta de una fuente de ionización ESI y un analizador de 
tipo triple cuadrupolo (QqQ), el cual está compuesto por tres analizadores tipo Q en 
tándem (Figura I.8).   
En este tipo de ionización, la muestra se disuelve en un tampón volátil y ácido, y se pasa 
por un fino capilar metálico que está sometido a un alto voltaje y a una corriente de gas 
a alta temperatura. A la salida del capilar, debido a la repulsión de las cargas eléctricas, 
la solución se dispersa en forma de aerosol, con pequeñas gotas altamente cargadas que 
se evaporan rápidamente.  Cuando se ha eliminado todo el solvente, quedan los analitos 
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ionizados y en fase gaseosa, lo que provoca que sean acelerados por el campo eléctrico 
hacia el analizador de masas. El ESI tiene la ventaja de que puede acoplarse 
directamente a cromatografía líquida y electroforesis capilar. Además, permite el 
análisis de un amplio rango de pesos moleculares y presenta una gran sensibilidad. 
 
Figura I.8. Espectrómetro de masa ESI-QQQ. Este equipo consta de una fuente de ionización por 
electrospray (ESI) y analizador triple cuadrupolo (QqQ). En los experimentos de SRM, los iones de 
interés son seleccionados en el cuadrupolo 1 (Q1) y fragmentados en el cuadrupolo 2 (q2). A 
continuación, se separan los fragmentos en el cuadrupolo 3 (Q3), donde se mide su relación m/z. 
Adaptado de Aebersold y col. (96) 
Los analizadores tipo Q están formados por cuatro barras metálicas con campos 
eléctricos opuestos dos a dos. A cada par de varillas se les aplica un potencial de 
corriente continua y otro de radiofrecuencia (RF). Al aplicar un voltaje de RF variable, 
se produce el movimiento de los iones en función de su m/z, actuando el cuadrupolo 
como un filtro: solo un determinado ión de m/z concreta tendrá una trayectoria estable y 
llegará al detector.  
En el QqQ, el cuadrupolo 1 (Q1) y el cuadrupolo 3 (Q3) funcionan como analizadores 
mientras que el cuadrupolo 2 (q2) funciona como celda de colisión. Los iones de interés 
son seleccionados en el Q1 y fragmentados en el q2. En el Q3 se separan los fragmentos 
y se mide su relación m/z. De esta forma, tenemos dos selecciones de masa/carga: una 
para el péptido intacto o precursor (m/z 1) y otra para los fragmentos de ese péptido o 
transiciones (m/z 2), pudiendo medir múltiples transiciones en un único método. Este 
método de análisis se denomina monitorización por reacción de selección (SRM, 
selected reaction monitoring) y nos proporciona una forma de cuantificación, y a su vez 
de validación, única, ya que no vamos a detectar una mezcla de compuestos, sino que 
sólo observaremos nuestro compuesto de estudio, de modo específico y dirigido (98, 
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99). Además, permite obtener espectros de masas altamente selectivos, con gran 
sensibilidad.  
5.1.2. HISTOLOGÍA MOLECULAR: IMÁGENES USANDO MALDI-MS 
Uno de los últimos avances en el campo de la Proteómica es la posibilidad de estudiar la 
distribución de proteínas o moléculas pequeñas directamente sobre el tejido mediante el 
uso de imágenes generadas por MS (MALDI-IMS, MALDI imaging mass 
spectrometry). En este caso, la ionización se produce directamente sobre una sección 
histológica recubierta de matriz y colocada sobre un portaobjetos especial, de manera 
que los espectros de masas se registran de forma secuencial cuando el laser rastrea toda 
la superficie del tejido (100). De este modo, proteínas, péptidos y metabolitos pueden 
medirse sin perder información espacial, siempre que se mantenga la integridad química 
y estructural de la muestra durante su preparación, por lo que el protocolo que se emplee 
debe evitar la deslocalización y degradación de los analitos (101). Para ello, es muy 
importante el manejo de la muestra desde su obtención y en los pasos posteriores como 
el corte, la transferencia de la sección a la placa de MALDI, la aplicación de la matriz y 
el almacenaje posterior del tejido (102). Lo más recomendable es el uso de secciones de 
tejido fresco, sin embargo, a veces es necesario incluir la muestra en gelatina o agarosa 
para facilitar los cortes en el criostato (103-105). Para obtener la mayor información 
posible, es conveniente realizar una comparación de las imágenes obtenidas de cortes 
sometidos a tinciones tradicionales mediante microscopia óptica, con las imágenes 
obtenidas por MS (106). Esto suele realizarse utilizando secciones adyacentes: una para 
histología y la siguiente para IMS. Sin embargo, en algunos tejidos es difícil relacionar 
visualmente los dos cortes debido a diferencias en la arquitectura del tejido. Para 
solventar ese problema, lo más conveniente es poder realizar la histología y el perfil 
proteico sobre la misma sección. Esto ha motivado el estudio de la compatibilidad entre 
las tinciones histológicas habituales con el MALDI-IMS encontrándose que el violeta 
de cresilo y el azul de metileno, entre otros, no comprometen la calidad de los espectros 
de masas (106). Por otro lado, la realización de estas tinciones supone una mayor 
manipulación del tejido, lo que conlleva un mayor riesgo de degradación proteica y 
alteraciones de la muestra.  
El MALDI-IMS permite el estudio del tejido completo manteniendo su estructura y 
focalizar el análisis de MS a regiones morfológicas de interés.  
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5.2. METABOLÓMICA 
De forma análoga a la Proteómica, la Metabolómica es la ciencia que estudia el 
metaboloma de una muestra biológica, definiéndose el metaboloma como el conjunto de 
productos finales y subproductos de las diferentes vías metabólicas que existen en los 
seres humanos y otros sistemas vivos (107, 108). Los metabolitos pueden ser 
sintetizados de forma endógena, lo que se estima que ocurre con más de 2.000 
metabolitos diferentes, o incorporados desde el exterior con la dieta, como en el caso de 
las vitaminas (109, 110). Dado que el metaboloma se ve influido tanto por factores 
internos como externos, es un indicador directo del estado del organismo y de su 
actividad bioquímica en un momento determinado. En el transcurso de un análisis 
metabolómico de muestras biológicas humanas es necesario tener en cuenta que los 
niveles de muchos metabolitos pueden verse afectados por factores individuales tales 
como la edad, sexo, dieta, nivel de actividad, y la medicación (111). 
Diferentes aproximaciones metabolómicas son necesarias para cubrir la amplia variedad 
de metabolitos existentes. La resonancia magnética nuclear (NMR) y la MS, esta última 
acoplada a un método de separación como la cromatografía líquida o de gases (LC-MS 
o GC-MS), son las principales plataformas utilizadas en metabolómica. 
Afortunadamente, los grandes avances tecnológicos experimentados por la MS y la 
NMR posibilitan el análisis de metabolitos con propiedades químicas (polaridad, 
solubilidad, volatilidad, etc.) muy diferentes. Esto facilita a los investigadores la 
identificación de posibles biomarcadores y proporciona una mejor comprensión de los 
mecanismos moleculares subyacentes a un cambio fisiológico. Además, permite a los 
clínicos medir las moléculas de interés con fines diagnósticos.  
5.2.1. MÉTODOS UTILIZADOS EN METABOLÓMICA 
Los análisis metabolómicos pueden dividirse en dos tipos, dirigidos o no dirigidos, que 
básicamente se diferencian en la sensibilidad y el número de metabolitos detectados. 
Los estudios no dirigidos, denominados de huella dactilar metabólica, persiguen la 
identificación de tantos metabolitos como sea posible con el fin de clasificar los 
fenotipos asociados a un estado concreto, por ejemplo en el estudio de una enfermedad 
o para evaluar un tratamiento (112). Son los más adecuados para el descubrimiento de 
nuevos biomarcadores pero la sensibilidad se ve severamente afectada. Por otro lado, 
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los estudios metabolómicos dirigidos o de perfil metabolómico, se limitan al estudio de 
un conjunto predeterminado de metabolitos relacionados con una vía metabólica 
específica (113, 114). En este enfoque, los metabolitos diana se seleccionan de 
antemano, lo que es de gran ayuda a la hora de escoger el mejor método para su 
extracción y medición posterior. En este caso, se mejoran mucho los límites de 
detección a cambio de limitar el número de moléculas analizadas.  
De manera similar a lo relatado anteriormente para la Proteómica, un experimento 
metabolómico consta normalmente de tres partes:  
1) Preparación de la muestra 
2) Separación y detección de los metabolitos 
3) Análisis de datos e identificación de los metabolitos 
Al igual que los experimentos proteómicos, es muy importante definir el experimento 
en función del tipo de muestra y la finalidad del experimento.  
5.2.1.1. Preparación de la muestra 
La preparación de la muestra para estudios metabolómicos es fundamental ya que el 
número de metabolitos analizables y la calidad de los datos obtenidos dependen de ello. 
La naturaleza de los análisis metabolómicos requiere que se mantenga la integridad de 
un gran número de metabolitos muy variables en concentración y propiedades químicas. 
Existen diferentes protocolos adaptados al tipo y cantidad de muestra disponible, rango 
dinámico de los analitos, plataformas que se van a emplear en el análisis y, por 
supuesto, características del metaboloma que se quiere analizar. Sin embargo, existen 
unas directrices generales que son comunes a todos los procedimientos. De forma 
general, se debe mantener la integridad de la muestra durante su obtención, almacenaje 
y procesado para evitar cambios metabólicos indeseados. Para ello, es recomendable 
seleccionar el protocolo más rápido y simple para disminuir la pérdida y/o degradación 
de los metabolitos (115, 116). Además, el procesado debe llevarse a cabo a baja 
temperatura e incorporar un paso que inhiba el metabolismo para que el estudio sea 
representativo del momento en el que se toma la muestra. La preparación de la muestra 
también implica un paso de extracción de metabolitos, que debe ser optimizado para 
obtener el mayor número y cantidad posible así como mejorar la reproducibilidad. Los 
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métodos más comunes para metabolitos polares incluyen solventes, ultrafiltración o 
temperatura para bloquear las actividades enzimáticas a la vez que minimizan la 
extracción de biomoléculas complejas: lípidos, proteínas, ácidos nucleicos y 
carbohidratos (117). Para metabolitos poco polares, como glicerolípidos, esfingolípidos 
y colesterol, la extracción puede realizarse con solventes apolares como cloroformo 
(118). Si es necesario utilizar algún reactivo durante la preparación de la muestra que 
interfiera con el análisis y detección posteriores, se puede añadir un paso de limpieza a 
posteriori y previa al análisis para eliminarla, pero lo ideal es evitarlo para reducir al  
máximo la pérdida de analitos que podría suponer este paso (117).  
5.2.1.2. Separación y detección de metabolitos 
Una vez preparada la muestra, hay que llevar a cabo la separación y el análisis del 
conjunto de metabolitos que la componen. Las aproximaciones más empleadas son la 
NMR y la MS, esta última acoplada a un método de separación como LC o 
cromatografía de gases (GC) (119, 120). La plataforma empleada va a depender de las 
características físico-químicas de los metabolitos de interés. Cada una presenta una serie 
de ventajas e inconvenientes en el análisis de los diferentes compuestos por lo que el 
uso combinado de ambas es muy recomendable. La tabla I.1. muestra las principales 
ventajas e inconvenientes de cada metodología.  
La NMR es una técnica de análisis espectroscópico utilizada para estudiar núcleos 
atómicos con un número impar de protones y/o neutrones, basada en que éstos 
presentan espín magnético, es decir, son magnéticamente activos (121). La NMR solo 
necesita una preparación mínima de la muestra, es muy reproducible y proporciona 
información estructural de los metabolitos, por lo que es especialmente útil para la 
identificación de nuevos metabolitos (122). También permite cuantificar la 
concentración de las distintas moléculas presentes en una mezcla. Sin embargo, la MNR 
presenta baja sensibilidad y resolución espectral, por lo que no es adecuada para la 
identificación de metabolitos que se encuentran a baja concentración (123).  
Dentro de la cromatografía acoplada a MS, las dos principales estrategias para la 
separación de metabolitos son la LC, para compuestos no volátiles en solución, y la GC, 
para compuestos volátiles. La LC presenta una mayor versatilidad que la GC, sin 
embargo, la GC tiene mayor resolución y tiempos de retención más reproducibles. 
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Además, el patrón de fragmentación también es más reproducible, lo que ha dado lugar 
a la creación de bibliotecas de espectros de masas que facilitan la labor de identificación 
de los metabolitos que componen la mezcla. Sin embargo, la GC-MS abarca un rango 
de masa limitado y el ion molecular a menudo no se detecta debido a la fragmentación, 
lo que dificulta la identificación de compuestos desconocidos.  
 
Tabla I.1. Principales ventajas e inconvenientes de tres de las  metodologías empleadas en Metabolómica.  
Dado que la GC-MS ha sido la técnica de elección para el análisis metabolómico en esta 
Tesis Doctoral, se explica con más detalle en el siguiente apartado.   
1) Métodos utilizados en esta Tesis Doctoral: Cromatografía de gases acoplada a 
espectrometría de masas 
Del mismo modo que en los estudios proteómicos, la MS utiliza el valor m/z para 
identificar metabolitos. Una explicación más detallada sobre la MS puede encontrarse 
en el apartado “5.1.1.3. Análisis por espectrometría de masas”. 
Una buena separación cromatográfica antes del análisis por MS es fundamental para 
reducir la complejidad de la muestra y mejorar la resolución, evitando que los picos 
cromatográficos de los diferentes metabolitos puedan solapar y permitiendo el análisis 
de un elevado número de metabolitos con una gran sensibilidad. La GC-MS es una 
plataforma ampliamente usada para el análisis de compuestos volátiles tales como 
ácidos grasos y ácidos orgánicos (124). Debido a que la separación en GC se produce en 
función de los diferentes puntos de ebullición de los compuestos presentes en la mezcla, 
es necesario que los metabolitos a separar sean volátiles y estables térmicamente. Por 
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eso, los metabolitos volátiles y de bajo peso molecular puede analizarse directamente, 
como en el caso del análisis de aire exhalado para la búsqueda de biomarcadores de 
enfermedad (125). Sin embargo, en la mayoría de los casos, los metabolitos son 
sensibles a la temperatura necesaria para su separación, o no son volátiles en el intervalo 
de temperaturas que permite utilizar el analizador. En estos casos, es necesario realizar 
un paso previo al análisis denominado derivatización que lo que hace es transformar un 
compuesto en un producto de estructura química similar pero con propiedades químicas 
diferentes, para aumentar así el número de metabolitos detectables utilizando métodos 
basados en la GC. La derivatización puede realizarse en un único paso mediante 
sililación, aunque lo más habitual es el uso de un paso de oximación previo a la 
sililación para disminuir el número de productos secundarios que darán lugar a análisis 
cualitativos y cuantitativos erróneos (126). Entre los reactivos de derivatización más 
utilizados se encuentran el BSTFA (N,O-Bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida) y el 
MSTFA (N-metil-(trimetilsilil) trifluoroacetamida) (115, 127, 128). 
 
Figura I.9. Esquema de la estructura de un GC-MS. Tras ser inyectada, la muestra pasa a un horno 
donde se encuentra la columna y de ahí a la fuente de ionización, donde se generan iones positivos por 
impacto electrónico. Los iones pasan al analizador de masas, que en este caso es un cuadrupolo, y por 
último llegan al detector. 
La muestra se inyecta en el GC que consta de un horno en el que se encuentra la 
columna (Figura I.9). Mediante la programación de una rampa de temperatura se 
consigue que los metabolitos pasen de forma escalonada al MS en función de su punto 
de ebullición. En este caso, dado que se trata de moléculas pequeñas que tras su 
separación cromatográfica se encuentran en estado gaseoso, se emplea un tipo de 
ionización denominado ionización por impacto electrónico (EI, electronic impact). Las 
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moléculas son golpeadas por un haz de electrones de alta energía generado en un 
filamento metálico calentado a altas temperaturas y se convierten en iones positivos. 
Este impacto puede dar lugar simplemente a la generación de un ion positivo o bien a 
una ruptura en fragmentos más pequeños, a su vez cargados positivamente. Todos estos 
fragmentos pasan al analizador de masas, que en este caso se trata de un cuadrupolo (ver 
apartado “5.1.1.3. Análisis por espectrometría de masas”). Por último, el detector 
registra todos los iones según su relación m/z y los cuantifica según su abundancia 
relativa, dando lugar al espectro de masas de cada metabolito ionizado.  
5.2.1.3. Análisis de datos 
El análisis metabolómico de una muestra genera grandes cantidades de datos en bruto 
que requieren un importante procesado previo. Existen una gran variedad de programas 
informáticos diseñados para facilitar y automatizar el análisis de estos datos mediante la 
eliminación del ruido, detección de los picos correspondientes a la señal, la 
normalización y la comparación de múltiples conjuntos de datos mediante una correcta 
alineación de las señales (129-133). Otra dificultad de la Metabolómica es la 
identificación de los metabolitos de un modo automático, debido a la falta de bases de 
datos completas y la complejidad química de muchos de los metabolitos aunque 
actualmente, existen bases de datos que incluyen un gran número de compuestos (134). 
6. BIOLOGÍA DE SISTEMAS E INTEGRACIÓN DE RESULTADOS 
El sistema cardiovascular interacciona con todos los componentes del organismo y, 
además, las enfermedades cardiovasculares (ECV), incluyendo la EAD, son 
enfermedades multifactoriales. Por este motivo, estudiar por separado los diferentes 
mecanismos que afectan a genes, proteínas o metabolitos no es suficiente para explicar 
los procesos fisiológicos y patológicos que se dan en este sistema. La integración de los 
resultados de las –ómicas a través de la biología de sistemas es esencial para identificar 
redes de metabolitos y proteínas asociados a un proceso biológico. En el caso de la 
EAD, se han descrito interacciones entre múltiples tipos celulares (células intersticiales, 
macrófagos, linfocitos, células endoteliales, etc.) con multitud de proteínas 
interconectadas que se expresan de forma variable en los diferentes componentes. 
Normalmente esas redes se deducen de publicaciones previas tras una exhaustiva 
búsqueda bibliográfica basada en asociaciones conocidas con otras enfermedades o vías 
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metabólicas. La existencia de grandes bases de datos que compilan los hallazgos de toda 
la comunidad científica como GeneBank (secuencias genéticas) (135) UniProt 
(proteínas) (136) o Golm Metabolome Database (metabolitos) (137) es indispensable 
para comparar e integrar resultados procedentes de estudios diferentes. Además, la 
representación esquemática de redes de interacción es una de las estrategias más 
comunes en Biología de Sistemas, ya que permite estudiar complejas relaciones 
biológicas de una manera ordenada y metódica. Diferentes herramientas informáticas 
son capaces de generar redes biológicas, muchas de ellas basadas en Cytoscape, una 
herramienta gratuita para visualización de redes de interacción que además permite la 
integración de datos de expresión y genómica en dichas redes de interacción (138, 139). 
PANTHER (140) y DAVID (141, 142) son programas gratuitos accesibles a través de 
internet que proporcionan una completa variedad de herramientas de análisis funcional 
como análisis de la función molecular, ontología y rutas en las que participan genes y/o 
proteínas, para ayudar a los investigadores a entender el significado biológico que se 
oculta tras un listado de genes/proteínas. Otros programas interesantes son Ingenuity 
Pathways Analysis (IPA) (Ingenuity® Systems, www.ingenuity.com), que proporciona 
las funciones biológicas más importantes presentes en un conjunto de proteínas junto 
con su significación estadística, o STRING, una base de datos de interacciones proteicas 
empíricas o predichas incluyendo asociaciones directas (físicas) e indirectas 
(funcionales) (143).  
Usando una aproximación integrada, podremos obtener una imagen más completa de 
los mecanismos moleculares que existen durante el desarrollo de la EAD.  
7. LAS –ÓMICAS EN LA EAD 
El estudio de las ECV ha sido frecuentemente abordado mediante análisis proteómico, 
en búsqueda de biomarcadores con carácter pronóstico, diagnóstico, así como de dianas 
terapéuticas. Sin embargo, no ha ocurrido así con la EAD, a pesar de la utilidad de este 
tipo de análisis en la caracterización molecular de la enfermedad y como fuente de 
potenciales biomarcadores.  
Como hemos visto, existe una población de VICs implicadas en la proliferación celular 
y en la síntesis de la matriz extracelular, que juegan un papel fundamental en el 
desarrollo de la EAD y cuya diferenciación en miofibroblastos primero, y 
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posteriormente en células similares a osteoblastos, provoca la calcificación del tejido 
valvular (5). Bertacco y col, en el año 2010, (144) realizaron el primer estudio 
proteómico de células aisladas de la VA. Para ello utilizaron una subpoblación de VICs 
bovinas que expresaban marcadores de osteoblastos (fosfatasa alcalina y osteocalcina) y 
promovieron la calcificación de colágeno de la matriz como respuesta a la endotoxina 
(LPS). En este estudio, se compararon VICs con y sin tratamiento de LPS mediante 2-
DE, estudiando por separado las proteínas del citosol y de la membrana celular. Los 
resultados mostraron alteraciones en diferentes proteínas (34 citosólicas y 10 de 
membrana) que estaban implicadas en plegamiento de proteínas mediado por 
chaperonas, metabolismo y transporte proteico, organización del citoesqueleto, 
homeostasis del óxido nítrico y reacciones redox, confirmando que existen cambios 
estructurales, metabólicos y de señalización en las VICs aórticas que han adquirido un  
fenotipo pro-calcificante.  
Los estudios a nivel de tejido completo proporcionan una valiosa información acerca de 
los procesos moleculares que están teniendo lugar a nivel local. En el año 2011, 
utilizando un modelo murino, Angel y col. (145) realizaron un estudio proteómico de la 
VA y la válvula pulmonar a nivel de tejido completo. Analizaron el proteoma de ambas 
válvulas procedentes de ratones adultos mediante LC-MS/MS con el objetivo de 
describir un perfil proteico asociado al mantenimiento del tejido así como proporcionar 
una plataforma para futuros estudios proteómicos comparativos acerca del proceso 
patológico de la EAD. Recientemente, se ha realizado en nuestro laboratorio un estudio 
comparativo sobre tejido humano de VA afectada de EAD frente a tejido control. Para 
ello, se desarrolló un protocolo para analizar la VA calcificada utilizando 2D-DIGE 
(146), que posteriormente se utilizó para realizar un estudio comparativo entre VA 
estenóticas y VA sanas procedentes de necropsias (147). Mediante esta aproximación, 
se encontraron proteínas diferencialmente expresadas implicadas en procesos clave 
relacionados con la ECV como fibrosis, homeostasis y coagulación. 
Para obtener una visión más completa de un proceso fisiopatológico hay que tener en 
cuenta que existe un intercambio de moléculas entre los tejidos y la circulación 
sanguínea, lo que además implica la posible liberación de marcadores tisulares con 
utilidad clínica. Por eso es importante complementar los estudios de tejido con estudios 
de plasma o secretoma. Ambos  tipos de estudios se han llevado a cabo en nuestro 
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laboratorio utilizando muestras humanas. En el primer caso, se realizó un análisis 
comparativo mediante 2D-DIGE utilizando plasma de pacientes con EAD frente a 
plasma de individuos sanos (148). Para realizar un barrido lo más amplio posible, se 
utilizaron distintos protocolos de preparación del plasma previo al análisis usando 
plasma completo, plasma deplecionado mediante cromatografía de afinidad y plasma 
ecualizado. Este estudio destaca la EAD como proceso inflamatorio asociado a 
alteraciones en la homeostasis sanguínea y coagulación. También resalta la importancia 
de la proteólisis como mecanismo regulador en el proceso de la patología.  El análisis y 
la identificación de proteínas secretadas por células o tejidos es de gran interés ya que, 
no solo proporcionan información acerca de procesos fisiopatológicos, sino que también 
constituyen una importante fuente de biomarcadores y de potenciales mediadores que 
puedan actúan como factores paracrinos o autocrinos (149). Con el objetivo de estudiar 
el secretoma de VA calcificadas y VA sanas,  se realizó el cultivo de explantes 
valvulares en presencia de medio con aminoácidos marcados (150). Posteriormente, se 
analizó el sobrenadante mediante LC-MS/MS. Se encontró un gran número de proteínas 
de la ECM, indicando que existe una remodelación tisular activa como consecuencia de 
la pérdida de elasticidad de la VA.  
En estos estudios, se han encontrado proteínas moduladas por la EAD previamente 
descritas en aterosclerosis, lo que apoya la teoría de que son enfermedades relacionadas 
entre sí de alguna manera. De hecho, varios autores han estudiado en otros tejidos del 
corazón como el miocardio o la aorta el efecto de diferentes valvulopatías y su relación 
con la aterosclerosis. En varios trabajos conjuntos, Baykut, Bergquist y col. (151, 152) 
realizaron estudios proteómicos comparativos sobre muestras de miocardio procedente 
de aurícula derecha en dos tipos de pacientes diferentes: un grupo sufría enfermedad 
coronaria y otro, enfermedad valvular aórtica. El objetivo de este estudio era comprobar 
si existía una relación en los mecanismos moleculares implicados en la respuesta del 
miocardio al desarrollo de ambas patologías. En un primer análisis (152), hallaron 
patrones de distribución característicos de cada enfermedad. Posteriormente, la 
identificación de las proteínas les permitió sugerir la desmina, el lumican y la isoenzima 
adenilato ciclasa como posibles biomarcadores específicos, a nivel del miocardio (151). 
Por otro lado, Matt y col. (2007) (153, 154) realizaron estudios proteómicos 
comparativos mediante 2-DE y MS utilizando muestras de aneurisma de aorta, con y sin 
dilatación, de pacientes con VA bicúspide y tricúspide. El objetivo de estos trabajos era 
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conocer el mecanismo molecular desencadenante de esta patología y saber si existe una 
asociación con el tipo de VA del paciente. Tras las identificaciones (154), encontraron 
diferencias a nivel de diferentes fosfoproteínas así como cuatro formas fosforiladas 
diferentes de la HSP27, concluyendo que existen diferentes mecanismos asociados a la 
dilatación aórtica. Utilizando los mismos grupos experimentales, Kjellqvist y col 
(2013). (155) analizaron sus perfiles proteicos, mediante 2D-DIGE, y génicos, 
mediantes estudios de expresión de ARNm. Sus resultados también apoyan la hipótesis 
de que existen mecanismos moleculares divergentes, tanto a nivel proteómico como 
transcriptómico, que dan lugar al aneurisma aórtico según el tipo de VA (bicúspide o 
tricúspide) de los pacientes. En un intento más directo de relacionar la enfermedad 
arterial y la EAD, Neufeld y col. (2014) (156) estudiaron la arteria renal, ya que es un 
sitio en el que de manera habitual se producen lesiones ateroscleróticas, y la VA de 
cerdos sanos. El objetivo de este estudio era estudiar el papel de la captación de LDL 
durante el estadio temprano de la aterosclerosis y la EAD. Estos investigadores, 
utilizaron cromatografía de afinidad seguida de iTRAQ para definir las proteínas 
implicadas en la retención del LDL en los dos tipos de muestras, concluyendo que la 
decorina y el biglican son las dos proteínas que más contribuyen a esa retención, tanto 
en VA como en arteria, debido a su interacción con residuos de lisina de la 
apolipoproteína B. 
Tras la revisión bibliográfica, queda patente la importancia de determinados procesos 
biológicos, como inflamación y homeostasis, para el desarrollo de la EAD. Además, 
destaca la importancia del remodelado de la matriz extracelular como característica 
fundamental de esta enfermedad. 
En cuanto al análisis metabolómico, no tenemos constancia de que se haya realizado 
ningún estudio a gran escala hasta la fecha. Las aproximaciones clásicas para estudios 
de moléculas pequeñas concretas incluyen el uso del GC, pero utilizando otro tipo de 
detectores menos sensibles que la MS. De esta forma se han estudiado los efectos, de 
forma individual, del colesterol y otros esteroles procedentes de plantas en la EAD 
(157-159). Sin embargo, esta aproximación no es comparable a la realización de 
estudios masivos de metabolitos mediante el uso de la NMR o la MS.  
 OBJETIVOS 
 
El objetivo fundamental de la presente Tesis Doctoral es el estudio global de los 
mecanismos moleculares que tienen lugar en la válvula aórtica durante el proceso de 
calcificación que ocurre en la EAD, así como profundizar en la relación existente entre 
la aterosclerosis y la EAD, buscando similitudes y diferencias entre ambos procesos 
patológicos. La finalidad de este trabajo es seleccionar un panel de proteínas y 
metabolitos de interés con valor potencial como biomarcadores diagnósticos y 
pronósticos de la enfermedad, así como nuevas dianas terapéuticas.  
De este objetivo principal se derivan los siguientes objetivos particulares:  
1. Desarrollar un modelo animal de EAD y estudiar el tejido valvular aórtico sano y 
estenótico mediante electroforesis bidimensional diferencial.  
2. Estudiar la expresión diferencial de proteínas en plasma deplecionado de pacientes 
con EAD frente a pacientes con IA mediante electroforesis bidimensional diferencial en 
gel.  
3. Realizar un estudio metabolómico de plasma completo de pacientes con EAD frente a 
pacientes con IA mediante cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas.  
4. Realizar un estudio de histología molecular mediante MALDI-IMS en secciones de 
tejido humano de una válvula aórtica estenótica con creciente grado de afectación.  
5. Estudiar la expresión diferencial de proteínas en tejido valvular de pacientes con 
EAD frente a pacientes con IA mediante electroforesis bidimensional diferencial en gel.  
6. Estudiar la influencia de la aterosclerosis sobre la estenosis aórtica mediante análisis 
de expresión diferencial en gel de proteínas empleando válvulas procedentes de 
trasplantes, pacientes con IA y pacientes con EAD, clasificados en función de la 
presencia de enfermedad arterial coronaria subyacente.  
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MATERIAL Y MÉTODOS 
 
1. OBTENCIÓN Y EVALUACIÓN DE LAS MUESTRAS 
1.1. MODELO ANIMAL 
Para el modelo animal se utilizaron 16 conejos macho de raza Nueva Zelanda blanca 
(NZWR, New Zealand White Rabbit), con pesos comprendidos entre 2 y 2.5 kg. Los 
animales se dividieron de manera aleatoria en 2 grupos, en los que se llevó a cabo 
diferente protocolo de alimentación. El grupo control recibió pienso normal de conejo 
mientras que al patológico se le proporcionó pienso enriquecido con un 1% de 
colesterol y 50000 UI/Kg de vitamina D2 (Harlan). Los animales se alimentaron ad 
líbitum durante 12 semanas. Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados 
por el Comité Ético de Experimentación Animal del IIS-Fundación Jiménez Díaz, 
centro en el que se llevó a cabo todo el manejo de los animales. 
Para el estudio de la evolución del modelo animal, se realizaron ecocardiografías 
transtorácicas al inicio del experimento (t=0), a las 6 semanas (t=6) y a las 12 semanas 
(t=12). También se tomaron muestras de sangre de la vena marginal de la oreja. A las 
12 semanas los animales fueron sacrificados con una inyección de ketamina (100 
mg/kg) y xilazina (20mg/kg) y diseccionados para extraer la VA objeto de estudio. Tras 
ser lavadas con suero salino para eliminar los restos de sangre, dos valvas fueron 
congeladas y almacenadas a -80°C para la posterior extracción proteica. La tercera 
valva fue fijada en formalina tamponada al 10% durante 24h y después incluida en 
parafina para la posterior obtención de cortes histológicos.  
1.1.1. ECOCARDIOGRAFÍA 
Las imágenes de ultrasonidos se obtuvieron con una sonda de aplicación neonatal S12-
4, una sonda sectorial de banda ancha de 4 a 12 MHz de rango de frecuencia, conectada 
a un ecógrafo HD11XE (Philips Medical Imaging). Se visualizó el eje largo paraesternal 
para observar la morfología y la apertura de la válvula. Además, el gradiente 
transvalvular aórtico se registró usando Doppler de onda continua desde planos apicales. 
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1.1.2. ANÁLISIS DE SANGRE 
Se realizaron análisis de sangre a t=0, t=6 semanas y t=12 semanas en el servicio de 
análisis clínicos del IIS-Fundación Jiménez Díaz. Mediante ensayos enzimáticos de 
rutina, se midieron los valores de calcio, fósforo, potasio, triglicéridos, colesterol total y 
colesterol LDL, HDL y no-HDL (medido como colesterol total menos HDL).  
1.1.3. ANÁLISIS HISTOLÓGICOS 
Con las muestras incluidas en parafina se realizaron tinciones de hematoxilina-eosina 
(H&E), para observar la estructura general de la válvula, y rojo de alizarina para la 
visualización de depósitos de calcio. Además, se realizaron inmunohistoquímicas (IHQ) 
con anticuerpos monoclonales contra RAM11 y α-actina (DAKO) para localizar 
macrófagos y miofibroblastos, respectivamente. Estas muestras se desparafinaron 
previamente a los procesos de tinción e IHQ de la siguiente manera: incubación a 60ºC 
1h, 3 lavados con xilol de 5min, etanol 100%, etanol 96% y etanol 70% y agua. 
Los protocolos de tinción general y específica utilizados fueron los siguientes: 
1) Hematoxilina-eosina 
‐ Fijación con acetona fría y secado al aire  
‐ Lavado con agua 
‐ Tinción con hematoxilina de Mayer (Sigma-Aldrich) durante 10 min  
‐ Lavado con agua  
‐ Tinción con eosina en solución alcohólica (Sigma-Aldrich) durante 30 
seg  
‐ Deshidratación en batería de alcoholes (70%, 95%, 100%) 
‐ Xilol 
‐ Montaje con DPX (Fluka) 
2) Rojo de Alizarina 
‐ Tinción con una solución de rojo de alizarina S (Sigma-Aldrich) 2% 
(p/v), pH 4.1-4.3 durante 5 min 
‐ Eliminación del exceso de colorante con papel secante 
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‐ Deshidratación en acetona y acetona-xilol (1:1) 
‐ Xilol 
‐ Montaje con DPX (Fluka) 
3) Inmunohistoquímicas: RAM11 y α-actina 
‐ Recuperación antigénica mediante la solución comercial Target Retrieval 
Solution pH 9 (10x) 3-in-1 (Dako) durante 30 min en autoclave a 97°C.  
‐ Lavado en PBS 
‐ Fijación con acetona fría y secado al aire  
‐ Lavado con agua 
‐ Delimitación de secciones con bolígrafo de IHQ (Invitrogen)  
‐ Bloqueo con suero normal de cabra 10% (para RAM11) o BSA 10% 
(para α-actina) durante 1 hora  
‐ Incubación con anticuerpo primario: dilución 1:100 (ambos anticuerpos) 
en diluyente de anticuerpos (Dako) durante 30 min 
‐ 3 lavados de 5 min en PBS-T  
‐ Bloqueo de las peroxidasas endógenas con H2O2 al 3% durante 5 min 
‐ Lavado de 5 min en PBS-T 
‐ Incubación anticuerpo secundario: dilución 1:100 (Polyclonal Goat Anti-
Mouse Immunoglobulins-HRP, Dako) durante 30 min 
‐ 3 lavados de 5 min en PBS-T  
‐ Revelado con 3,3´-diaminobencidina (DAB, Dako)  
‐ Lavado con agua  
‐ Tinción de fondo con hematoxilina durante 1 min  
‐ Lavado con agua 
‐ Deshidratación en batería de alcoholes (70%, 95%, 100%) 
‐ Xilol 
‐ Montaje con DPX (Fluka) 
1.2. MUESTRAS HUMANAS 
1.2.1. SELECCIÓN DE SUJETOS Y OBTENCIÓN DE MUESTRAS 
Para realizar los estudios de esta Tesis Doctoral se utilizaron muestras de individuos con 
EAD, con IA e individuos sometidos a transplante cardiaco (sin valvulopatías). Las 
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muestras de pacientes con EAD e IA se obtuvieron a partir de individuos sometidos a 
cirugía de reemplazo valvular aórtico, tanto en el Hospital Virgen de la Salud (Toledo) 
como en el Hospital Universitario Gregorio Marañon (Madrid). En el caso de las IA, 
solo se han considerado aquellas debidas a una dilatación del arco aórtico para evitar la 
afectación de la válvula. También se obtuvieron muestras de individuos procedentes de 
operaciones de trasplantes de corazón, tanto en el Hospital Gregorio Marañón como en 
el Hospital La Fe (Valencia), siendo el motivo del trasplante ajeno a patología valvular 
aórtica, por lo que la VA no debería presentar afectación. Se descartaron las muestras 
(sangre y tejido) de pacientes con VA bicúspides, doble afectación aórtica (EAD e IA) 
y/o lesión mitral. Además, se examinaron las VA de trasplantes e IA para comprobar 
que eran macroscópicamente normales y que no presentaban ningún grado de 
calcificación. El estudio se realizó de acuerdo con la Declaración de Helsinki y fue 
aprobado por los Comités Éticos de los hospitales implicados en la obtención de 
muestras. En todos los casos se obtuvo el consentimiento informado de los pacientes.  
La sangre se recogió en tubos pretratados con EDTA y se sometió a una centrifugación 
de 10 minutos a 1125g a 20ºC para el aislamiento del plasma. Por otro lado, las VA se 
lavaron con suero salino para eliminar los posibles contaminantes de sangre. Ambas 
muestras se almacenaron a -80ºC hasta su utilización.  
El número de muestras pertenecientes a cada grupo, así como sus caracterícticas basales 
y sus factores de riesgo cardiovascular, se encuentran recogidos en los resultados.  
1.2.2. CARACTERIZACIÓN HISTOLÓGICA 
Para realizar el análisis histológico, una de las valvas de cada VA fue fijada en 
formalina al 10% durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, se descalcificaron 
utilizando el reactivo comercial Shandon TBD-1 (Thermo Scientific) y se incluyeron en 
medio óptimo para corte a baja temperatura (OCT, Optimal Cutting Temperature 
compound). Se realizaron cortes histológicos de 6 μm y se estudiaron por tinción de 
H&E, tinción para fibras elásticas Verhoeff’s Van Gieson (EVG) y tinción de lípidos 
Rojo Oleoso (Oil Red). También se realizaron IHQs para confirmar la presencia de 
macrófagos y miofibroblastos utilizando anticuerpos frente a CD68 y α-actina, 
respectivamente.  
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1) Hematoxilina-eosina 
Se siguió el protocolo detallado en el apartado “1.1.3.Análisis histológicos”. 
2) Tinción de fibras elásticas (EVG) 
‐ Fijación con acetona fría y secado al aire 
‐ Tinción con hematoxilina de Verhoeff (10 ml de hematoxilina alcohólica, 
4 ml de cloruro férrico 10% y 4 ml de lugol) durante 30 min 
‐ Lavado con agua corriente 
‐ Diferenciación en cloruro férrico 2% durante 1-2 min 
‐ Aclarar con agua  
‐ Incubación con tiosulfato sódico 5% durante 1 min 
‐ Lavado en agua 
‐ Tinción de fondo con solución de Van Gieson (100 µl de fucsina ácida 
1% y 4.5 ml de ácido pícrico) 
‐ Deshidratación en batería de alcoholes (95%, 100%, 100%) 
‐ Xilol 
‐ Montaje con DPX (Fluka) 
3) Tinción de lípidos (Oil Red) 
‐ Fijación con formalina  
‐ Tinción con una solución de Oil Red O (Sigma-Aldrich) 0.6% (p/v) en 
isopropanol 60%, filtrada en el momento, durante 20 min 
‐ Lavado con agua 
‐ Tinción de fondo con hematoxilina durante 1 min 
‐  Montaje con gelatina glicerinada 
4) Inmunohistoquímicas: CD68 y α-actina 
Se siguió el protocolo detallado en el apartado “1.1.3.Análisis histológicos”, con 
las siguientes modificaciones: 
‐ Bloqueo con BSA 10% durante 1 hora (tanto en el caso de CD68 como  
α-actina) 
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‐ Incubación con anticuerpo primario: dilución 1:50 para CD68 y 1:100 
para α-actina en diluyente de anticuerpos (Dako) durante 30 min 
2. ESTUDIOS PROTEÓMICOS 
2.1. PREPARACIÓN DE EXTRACTOS PROTEICOS 
Cómo hemos visto en la Introducción, la preparación de la muestra es un paso 
importante que debe ser cuidadosamente adaptado a cada tipo de muestra. Una vez 
preparados los extractos, la concentración de proteína de cada muestra se determinó 
usando el método de Bradford-Lowry (Bio-Rad protein assay)(160), guardándose 
después las mismas a -80°C hasta el momento de su utilización.  
2.1.1. PLASMA 
Para la realización del estudio proteómico de plasma se llevó a cabo un fraccionamiento 
de la muestra con el objetivo de eliminar las proteínas mayoritarias que pueden 
enmascarar a aquéllas menos abundantes en el plasma. 
2.1.1.1. Depleción de las proteínas mayoritarias del plasma 
La inmunodepleción de las muestras de plasma se llevó a cabo mediante cromatografía 
líquida utilizando un cromatógrafo HPLC 1200 series (Agilent Technologies) con una 
columna de afinidad  MARS Hu-14, 4,6mm x 50mm (Agilent Technologies) (161). Esta 
columna contiene anticuerpos policlonales contra 14 proteínas que constituyen  el 94% 
del contenido proteico total del plasma: albúmina, IgG, antitripsina, IgA, transferrina, 
haptoglobina, fibrinógeno, α-2-macroglobulina, α-1-glicoproteína, IgM, apolipoproteína 
AI, apolipoproteína AII, complemento C3 y transtiretina. El protocolo utilizado fue el 
recomendado por la casa comercial, que incluye el uso de 2 tampones especiales 
denominados Tampón A y Tampón B (Agilent Technologies) (Figura MM.1).  
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Figura MM.1. Depleción de proteínas mayoritarias. Esquema representativo de la depleción donde se 
indican las proteínas deplecionadas mediante cromatografía de afinidad.   
El tampón A es un tampón fosfato de pH neutro indicado para realizar los pasos de 
inyección de la muestra, equilibrado y lavado de la columna, mientras que el tampón B, 
con urea y de pH ácido, está indicado para llevar a cabo la elución de las proteínas 
mayoritarias retenidas por la columna. Para cada pinchada en el HPLC, 20 µl de plasma 
fueron diluidos con 60 µl de Tampón  A y centrifugados a través de un filtro de acetato 
de celulosa de 0.22 µm. Tanto la inyección como los pasos cromatográficos se 
realizaron según las indicaciones de la casa comercial (Tabla MM.1.). Una vez 
realizadas las carreras correspondientes, se recogieron las fracciones de las proteínas no 
retenidas (minoritarias) y se pasaron a tubos concentradores (Centrifugal Filter Amicon 
Ultra, Ultracel 3K, Millipore), que fueron centrifugados a 4000g durante 25 min. Para 
eliminar los restos de tampón A se realizaron 4 lavados con un tampón de bicarbonato 
amónico (65 mM AMBIC, 0.5 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) y 0.5 mM 
ácido etildiaminotetraacético (EDTA)) consistentes en añadir 4.5 ml de este tampón y 
repetir los pasos de centrifugación hasta dejar un volumen de 250-500 µl de muestra 
cada vez. Tras el último lavado, cada muestra quedó en un volumen de 200-250 µl y fue 
 66 
 
dializada frente a 20 mM Tris utilizando tubos comerciales con una membrana de 1 
KDa de poro (Mini Dialysis Kit, GE Healthcare).  
TIEMPO 
(min)
% A % B
FLUJO 
(ml/min)
TIEMPO 
(min)
% A % B
FLUJO 
(ml/min)
1 0.00 100 0 0.125 5 11.51 0 100 1.000
2 9.50 100 0 0.125 6 16.00 0 100 1.000
3 9.51 100 0 1.000 7 16.01 100 0 1.000
4 11.50 100 0 1.000 8 25.00 100 0 1.000
 
Tabla MM.1. Pasos cromatográficos para la depleción de proteínas mayoritarias. Programa 
cromatográfico empleado indicando el tiempo de carrera así como el porcentaje de tampón A o B y el 
flujo empleado en cada momento. 
2.1.2. TEJIDO 
El primer paso para la obtención de los extractos proteicos consistió en pulverizar las 
valvas con nitrógeno líquido en un mortero. Dado que las válvulas de humano y de 
conejo presentan grandes diferencias de tamaño, y dada la mayor calcificación de las de 
origen humano, la extracción de proteínas se realizó de forma diferente.  
2.1.2.1. Modelo animal 
En este caso, se llevó a cabo un protocolo simple de extracción, con el objetivo de 
minimizar la pérdida de material proteico. Tras machacar el tejido, el polvo se mezcló 
con un solución de lisis compuesta por 7M Urea, 2M Thiourea, 4% p/v CHAPS y 1% 
p/v DTT. Esta solución se sometió a 2 ciclos de sonicación-hielo para favorecer la 
extracción de proteínas del tejido y se centrifugó a 14000g, posteriormente se recogió el 
sobrenadante correspondiente al extracto proteico de la muestra.  
2.1.2.2. Humano 
En este caso, al tratarse de un tejido más grueso y con mayor presencia de lípidos y 
nódulos calcificados, se utilizó una extracción en dos pasos basada en el método que  
nuestro grupo había descrito previamente (146) con ligeras modificaciones. Para ello, se 
le añadió al polvo obtenido una solución de lisis compuesta por PBS, 2.5 mM DTT, 
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0.1% SDS y 1mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF). Esta solución se sometió a 5 
ciclos de sonicación-hielo y se centrifugó a 14000g durante 15 min a 4 ºC. El 
sobrenadante 1 (E1), que contenía la mayor parte de las proteínas solubles, fue recogido 
y conservado a 4ºC. Sobre el precipitado se añadió una solución de 7M Urea, 2M 
tiourea y 4% CHAPS para maximizar la extracción de proteínas hidrofóbicas y de 
membrana. Tras otros 5 ciclos de sonicación-hielo y la centrifugación, se recogió el 
sobrenadante (E2) y se juntó con el E1. Este extracto proteico se filtró mediante 
centrifugación utilizando filtros de 0.22 μm y se dializó frente a 20 mM Tris  utilizando 
unos tubos comerciales con una membrana porosa de 1 KDa de punto de corte. 
2.2. ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL DIFERENCIAL (2D-DIGE) 
  
Figura MM.2. Esquema del protocolo de 2D-DIGE. Las proteínas de hasta tres muestras distintas, 
antes de ser separadas, son marcadas con fluoróforos diferentes y espectralmente distinguibles. Las tres 
muestras son mezcladas y separadas en un único gel, reduciendo la variabilidad entre geles y mejorando 
la reproducibilidad y la capacidad de extraer información cuantitativa de los análisis. Así, este sistema 
permite la cuantificación estadística de pequeñas variaciones en los niveles de expresión de proteínas 
entre distintas muestras. 
Antes de la electroforesis, se realizó una precipitación con acetona de la cantidad 
necesaria de proteína y se disolvió en tampón de marcaje a pH 8.5 (7M Urea, 2M 
Tiourea, 4% CHAPS y 30 mM Tris) a una concentración final de 7 mg/ml. El protocolo 
completo del 2D-DIGE se encuentra esquematizado en la figura MM.2.  
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2.2.1. MARCAJE 
Antes de proceder con el IEF, es necesario preparar un estándar interno que 
corresponderá a una mezcla de todas las muestras que formen parte del estudio. 
Después, 50 µg de proteína del estándar interno (por gel) y 50 µg de proteína de cada 
muestra se marcaron covalentemente utilizando el kit comercial DIGE fluor minimal 
dyes (GE Healthcare). De acuerdo con las especificaciones de la casa comercial, el 
estándar interno se marcó siempre con el fluorocromo Cy2 mientras que las muestras de 
cada grupo experimental se marcaron alternativamente con Cy3 y Cy5. De esta forma, 
en cada gel incluimos un estándar interno, un extracto del grupo patológico y uno del 
grupo control (150 µg de proteína total), disminuyendo la variabilidad producida por el 
manejo experimental. 
Una vez preparadas las muestras, procedimos a reconstituir los fluorocromos del kit 
según las instrucciones de la casa comercial. Para ello, se disolvieron los fluorocromos 
liofilizados en dimetilformamida anhidra (DMF, Sigma-Aldrich), obteniéndose una 
solución madre de 1 mM de concentración que puede quedar almacenada a -20ºC. Esta 
solución se diluyó después en DMF hasta 400 pmol/μl, concentración de la solución de 
trabajo a la que deben utilizarse los fluorocromos para el marcaje. Para el 2D-DIGE se 
utilizaron 50 μg de cada muestra a los que se añadieron  400 pmol (1 μl) del 
fluorocromo correspondiente (Cy3 o Cy5, según el diseño experimental). En el caso del 
estándar interno, se marcó la mezcla entera con el Cy2 (manteniendo la proporción de 
proteínas y fluorocromo) antes de separar la cantidad correspondiente a cada gel. Las 
muestras se incubaron en hielo durante 30 min en oscuridad, para permitir la reacción 
de marcaje, que se detuvo posteriormente añadiendo 1 μl de lisina 10 mM por cada 50 
μg de muestra e incubando de nuevo en hielo durante 10 min y en oscuridad. 
2.2.2. ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL (2-DE) 
Las muestras marcadas se combinaron según el diseño experimental correspondiente, de 
forma que en cada vial estaban los 150 μg de proteína correspondiente a cada gel. En 
todos los casos, con motivo de evitar un posible sesgo por el marcaje con diferente 
fluorocromo, se alternaron muestras marcadas con Cy3 y Cy5 en cada uno de los grupos 
experimentales. En la tabla MM.2. se encuentran las condiciones experimentales de los 
2D-DIGE elaborados en esta Tesis Doctoral. 
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ORIGEN CONEJO HUMANO
TIPO DE 
MUESTRA
V. AÓRTICA PLASMA V. AÓRTICA
Experimento 2D-DIGE 1 2D-DIGE 2 2D-DIGE 3 2D-DIGE 4
Grupos 
experimentales
C EAD IA EAD IA EAD
Sin EAC Con EAC
T IA EAD T IA EAD
Nº de 
muestras/grupo
6 6 6 6 5 5 3 3 6 3 3 6
Nº de geles 6 6 5 12
% Geles 10% 12% 12% 10%
 
Tabla MM.2. Grupos de estudio y condiciones empleadas para cada uno de los 4 experimentos 2D-
DIGE realizados. Se incluyen el origen y tipo de cada muestra, nº de muestras de cada grupo empleadas, 
nº de geles necesarios por experimento y porcentaje de acrilamida de esos geles. 
2.2.2.1. Isoelectroenfoque (IEF) 
Cada vial se llevó a un volumen final de 450 μl de tampón de rehidratación (7M urea, 
2M tiourea  y 4% CHAPS) con un 40 mM DTT  y 2% v/v de anfolitos (IPG Buffer pH 
3-10).  Para el isoelectroenfoque, se emplearon tiras IPG de 24 cm con un intervalo de 
pH 4-7, que se rehidrataron con las mezclas proteicas de forma pasiva durante toda la 
noche. A la mañana siguiente, se situaron las tiras en una bandeja especial de cerámica 
(Ettan IPGphor Manifold Ceramic Tray, GE Healthcare) que a su vez se situó en una 
unidad Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare) para la realización del IEF. Los programas 
utilizados para las diferentes muestras fueron los siguientes: 
1) Tejido: 1 h a 500 V, 2 h hasta 1000 V (en gradiente), 3 h hasta 8000 V (en 
gradiente y 8000 V hasta 96000 V/h totales. 
2) Plasma: 30 min a 500 V, 3 h hasta 3500 V (en gradiente), 3 h a 3500 V, 3 h 
hasta 6000 V (en gradiente) y 6000 V hasta 69000 V/h totales. 
2.2.2.2. Equilibrado 
Tras el IEF, las tiras IPG se equilibraron en un tampón compuesto por 1.5 M Tris-HCl 
pH 8.8, 6M urea, 87% v/v glicerol, 2% p/v SDS y azul de bromofenol. El equilibrado se 
realizó en dos pasos: uno para reducir las proteínas, añadiendo un 1% de DTT al tampón 
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de equilibrado, y otro para evitar la re-oxidación de las mismas mediante la adicción de 
un 2.5% p/v de IAA al tampón.  
Se incuba la tira durante 20 minutos con cada solución, a temperatura ambiente y en 
agitación. Tras un lavado con agua bidestilada, las tiras quedaron listas para la segunda 
dimensión.  
2.2.2.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-
PAGE) 
La segunda dimensión se realizó siguiendo el protocolo propuesto por Laemmli con 
algunas modificaciones. Se utilizó el sistema de electroforesis Ettan DALT six (GE 
Healthcare) que incorpora un soporte de montaje de geles y una cubeta de electroforesis 
que permiten polimerizar y correr hasta 6 geles simultáneamente, disminuyendo la 
variabilidad experimental. Se realizaron geles de 24 x 20 cm al 10 y 12% de acrilamida, 
según el análisis (ver Tabla MM.2). Como catalizadores de la reacción de 
polimerización se añadieron persulfato amónico (APS) y N,N,N´,N,-51 
tetrametiletilendiamina (TEMED). La preparación de los geles siempre se realizó 24h 
antes de empezar la segunda dimensión para asegurar que la reacción de polimerización 
fuera completa.  
Una vez que tuvimos listos los geles, se situó cada tira IPG de forma horizontal sobre el 
extremo superior de un gel, evitando la presencia de burbujas entre la tira y la superficie 
del gel. La electroforesis tuvo lugar a 25ºC, aplicando 1 W/gel durante toda la noche. 
2.2.3. DIGITALIZACIÓN Y ANÁLISIS DE IMÁGENES 
Después de realizar la segunda dimensión, los geles 2D-DIGE fueron digitalizados 
utilizando un escáner de fluorescencia Typhoon 9400 (GE Healthcare), que permite 
obtener imágenes de cada fluorocromo por separado debido a las diferentes longitudes 
de onda de excitación y emisión que presentan cada uno de ellos. Las imágenes 
obtenidas fueron importadas al programa DeCyder Differential Analysis Software (GE 
Healthcare), versión 7.0, con el que se realizó el procesamiento y análisis estadístico de 
las imágenes a través de los diferentes módulos que presenta:  
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1) Análisis diferencial en gel (DIA, Differential in-gel analysis): utilizando este 
módulo se realizó la co-detección de las 3 imágenes de cada gel así como la 
cuantificación de las manchas proteicas. En este programa, la abundancia se expresa 
como una relación de muestra/estándar interno: Cy3/Cy2 y Cy5/Cy2, lo que permite 
tener un valor de intensidad normalizado para cada mancha. Una vez completada esta 
fase, los datos generados son importados al siguiente módulo. 
2) Análisis de variación biológica (BVA, Biological Variation Analysis): con 
este módulo se efectuó el emparejamiento de las manchas entre los distintos geles del 
experimento y el análisis estadístico de los niveles de expresión de las manchas en los 
diferentes grupos de estudio. En este análisis se consideró que existía variación cuando 
los niveles de expresión estaban alterados en ±50% y dicha variación se consideró 
estadísticamente significativa cuando se encontraba dentro del intervalo de confianza 
del 95% (p<0.05) determinado por la prueba t-Student o ANOVA, según el caso. 
3) Análisis de expresión diferencial (EDA, Extended Data Analysis): a través de 
este módulo se realizaron los análisis de componentes principales (ACP) y el de 
agrupación jerárquica, empleando las manchas proteicas con diferencias significativas 
entre los grupos de estudio. El ACP es un método estadístico que se utiliza para reducir 
la dimensionalidad de un conjunto de datos, encontrar las causas de su variabilidad y 
ordenarlas por importancia. 
2.2.4. TINCIÓN DE LOS GELES 
Para la identificación de las proteínas que se encontraron diferencialmente expresadas, 
los geles del experimento 2D-DIGE se tiñeron después de su digitalización. En algunos 
casos fue necesaria la realización de 2-DE convencionales (sin marcaje fluorescente 
previo) con mayor cantidad de proteína (geles preparativos), según el protocolo descrito 
en el apartado “2.2.2. Electroforesis bidimensional“, para la visualización e 
identificación de las manchas proteicas más pequeñas.  
2.2.4.1. Tinción con plata 
Para esta tinción se utilizó el kit comercial PlusOne Silver Staining (GE Healthcare) 
basado en el método de Heukeshoven y Dernick (162). Esta técnica es la más sensible, 
aunque el rango de detección lineal es más amplio en las técnicas que utilizan 
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compuestos fluorescentes (87). El protocolo se realizó a temperatura ambiente y en 
agitación siguiendo las indicaciones de la casa comercial y se escanearon en un 
densitómetro GS-800 (BioRad).   
2.2.4.2. Tinción fluorescente 
La tinción fluorescente utilizada en este caso fue Oriole
TM
 (Bio-Rad). Aunque la 
sensibilidad de este método es menor que la de la tinción de plata, es totalmente 
compatible con la MS, lo que facilita la identificación de proteínas. Además, es una 
tinción rápida y sencilla que solamente consta de un paso de incubación de 90 min. La 
visualización de los geles se realizó en un escáner de fluorescencia EXQuest Spot Cutter 
(Bio-Rad). Este aparato permite, no sólo la visualización, sino también seleccionar y 
cortar de forma automática las manchas proteicas de interés.  
2.3. IDENTIFICACIÓN POR MS 
El análisis por espectrometría de masas de los digeridos enzimáticos de las manchas 
proteicas se llevó a cabo en la Unidad de Proteómica del Hospital Nacional de 
Parapléjicos, SESCAM (Toledo). 
Con este fin, las manchas proteicas de interés se cortaron tras la tinción correspondiente 
y se digirieron automáticamente empleando un digestor Ettan Digester (GE Healthcare). 
El protocolo de digestión utilizado fue el descrito por Shevchenko y col. (163), con 
ligeras modificaciones. Para ello, los fragmentos del gel fueron reducidos y alquilados 
utilizando 10 mM DTT y 55 mM IAA (Sigma-Aldrich), respectivamente, ambos 
disueltos en 50 mM bicarbonato amónico  (99% pureza; Scharlau). Posteriormente, 
estos fragmentos se lavaron con 50 mM bicarbonato amónico en metanol 50% (grado 
HPLC, Scharlau) y acetonitrilo 70% (grado HPLC, Scharlau), tras lo cual se secaron en 
una centrífuga de evaporación al vacío (Thermo Fisher). A continuación, se añadió 
tripsina modificada de cerdo (Grado para secuenciación; Promega) a una concentración 
final de 20 ng/μl en 20 mM bicarbonato amónico y se incubó durante toda la noche a 
37ºC para llevar a cabo la digestión. Finalmente se utilizó acetonitrilo 60% en agua y 
0.1% de ácido fórmico (99.5% pureza; Sigma-Aldrich) para realizar la extracción 
peptídica. 
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Una vez finalizada la digestión, se mezcló una alícuota de 0.5 μl con 0.5 μl de matriz de 
ácido α-ciano-4-hidroxicinnámico (Sigma-Aldrich) en acetonitrilo 50% y 0.1% de ácido 
trifluoroacético. La mezcla se depositó en capa fina en una placa del espectrómetro 384 
Opti-TOF 123x81 mm MALDI (AB Sciex) y se secó a temperatura ambiente. Los 
espectros de MS y MS/MS fueron obtenidos en modo automático en un espectrómetro 
de masas 4800 Plus MALDI-TOF/TOF Analizer (AB Sciex). La adquisición de los 
mismos se realizó en modo ión-positivo con un láser Nd:YAG de 355 nm de longitud de 
onda, a una frecuencia de 200 Hz, obteniéndose entre 100 y 2000 espectros 
individuales. Para el análisis de fragmentos de iones en modo TOF/TOF, los 
precursores fueron acelerados a 8 kV y seleccionados en la puerta de entrada de iones. 
Los fragmentos generados por colisión de los precursores con aire en la cámara de 
colisión CID fueron además acelerados a 15 kV en la fuente 2 y sus masas fueron 
analizadas después de pasar por el reflector de iones. El análisis automático de los datos 
de masas se realizó usando el programa informático 4000 Series Explorer v.3.5.3 (AB 
Sciex). La calibración interna de los espectros de masas del MALDI-TOF fue realizada 
usando 2 iones de la autolisis de tripsina (m/z = 842.510 y m/z = 2211.105, 
respectivamente). Para las calibraciones del MALDI-MS/MS, se utilizaron espectros de 
iones fragmento obtenidos a partir de una mezcla de calibrantes de la casa comercial 
(4700 Cal Mix, AB Sciex). Los datos de MALDI-MS y MS/MS fueron combinados 
mediante el programa GPS Explorer v.3.6 (AB Sciex), que permitió la realización de 
búsquedas no redundantes en la base de datos de proteínas Swissprot 56.2 usando el 
programa Mascot versión 2.2 (Matrix Science) (164). Los parámetros de búsqueda 
establecidos fueron: tolerancia de masas de 50 ppm, carbamidometilación de cisteínas 
como modificación fija y oxidación de metionina como variable; y la pérdida máxima 
de un lugar de corte por parte de la tripsina. Los espectros de MS y MS/MS y las 
búsquedas fueron revisadas manualmente en detalle usando este programa. 
2.4. VALIDACIÓN DE LOS RESULTADOS 
Para la validación de las proteínas encontradas diferencialmente expresadas en los 
análisis 2D-DIGE, se emplearon grupos independientes de muestras, a excepción de las 
validaciones del modelo animal. En este caso, debido a la limitación del número de 
animales, se empleó el plasma de los mismos conejos para corroborar los resultados 
encontrados en el tejido valvular.  
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2.4.1. MONITORIZACIÓN POR REACCIÓN SELECCIONADA (SRM) 
Para la validación mediante SRM, las proteínas de los extractos se redujeron y 
alquilaron mediante dos incubaciones consecutivas: 100 mM DTT (Sigma-Aldrich) 
durante 30 min a 37ºC seguido de 550 mM IAA (Sigma-Aldrich) durante 20 min a 
temperatura ambiente y en oscuridad, en ambos casos en presencia de 50 mM 
bicarbonato amónico (99% pureza, Scharlau). A continuación, se añadió 50 mM 
bicarbonato amónico, 15% acetonitrilo (grado LC-MS, Scharlau) y una solución de 
tripsina modificada de cerdo a una relación final de 1µg tripsina por cada 50 µg de 
proteína. Tras la incubación a 37ºC durante toda la noche, la digestión se detuvo 
añadiendo 2% de ácido fórmico y las muestras se limpiaron utilizando columnas de 
centrifugación con resina C18 (Pep-Clean, Pierce). El digerido tríptico se secó en una 
centrífuga de evaporación al vacío y se resuspendió en una solución de 2% acetonitrilo 
con 2% ácido fórmico antes del análisis por MS.  
Para el análsis LC-MS/MS se utilizó un sistema constituido por un nano-LC TEMPO 
(AB Sciex) combinado con un muestreador automático nano-LC y acoplados a un triple 
cuadrupolo 4000 QTRAP (AB Sciex) con una fuente NanoSprayII (AB Sciex). Se 
hicieron tres inyecciones para cada muestra (4 μl conteniendo 8 μg de proteína) usando 
fase móvil A (2% ACN/98% H2O, 0.1% FA) con un flujo de 10 μl/min durante 5 min. 
Los péptidos se cargaron en un cartucho de micro-precolumna (AcclaimPepMap 100 
C18.5 μm, 100 Å; 300 μm x 5 mm) para preconcentrar y desalinizar las muestras. La 
cromatografía líquida de fase reversa se realizó en una columna C18 (Onyx Monolithic 
C18, 150 x 0,1 mm., Phenomenex) en gradiente de fases A y B (98% ACN/2% H2O, 
0.1% FA). Los péptidos se eluyeron con un flujo de 900 nl/min, siguiendo los siguientes 
pasos: de 2% a 15% de fase B durante 2 min, de 15% a 30% de fase B durante 18 min, 
de 30% a 50% de fase B durante 5 min, de 50% a 90% de fase B durante 2 min y 
finalmente el 90% de fase B para regenerar la columna durante 3 min. Para finalizar, la 
columna se regeneró con un 2% de fase B durante 15 min más.  
Tanto el nano-LC TEMPO como el sistema 4000 QTRAP se controlaron mediante el 
programa informático Analyst v.1.4.5. El MS se configuró para funcionar en modo de iones 
positivos con voltaje de espray de ionización de 2800 V y a una temperatura del interfaz de 
150ºC. La fuente y la cortina de gas se establecieron a 20 y 10 psi, respectivamente 
utilizándose nitrógeno en ambos casos. La energía de la colisión fue optimizada para 
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obtener la máxima eficiencia de transmisión y sensibilidad para cada transición de SRM. El 
algoritmo IntelliQuan incluido en el programa Analyst 1.4.5 se utilizó para calcular las áreas 
de pico correspondientes después de integración. Para comparar la abundancia relativa de 
cada muestra, las áreas de pico fueron normalizadas frente al cromatograma total iónico 
(TIC, total ion chromatogram). 
2.4.2. TURBIDIMETRÍA 
Las validaciones por turbidimetría se basan en la formación de compuestos insolubles 
mediante la combinación de la proteína de interés con el anticuerpo específico 
correspondiente. Esto produce un cambio de absorbancia proporcional a la 
concentración de proteína en la muestra, que puede ser cuantificada por comparación 
con un calibrador de concentración conocida. 
Estos ensayos se llevaron a cabo en el laboratorio de análisis clínicos Seralab (Oviedo), 
utilizando un analizador químico BS200E (Mindray). Todos los reactivos fueron de la 
marca Spinreact y se utilizaron según las instrucciones de la casa comercial. 
Brevemente, la cantidad adecuada de muestra en cada ensayo se mezcló con el diluyente 
y, tras ajustar el espectrofotómetro a cero frente a agua destilada utilizando una longitud 
de onda de 340nm, se midió la absorbancia de la mezcla. A continuación, se añadió el 
anticuerpo correspondiente, se incubó 2 min y se procedió a una nueva medición. La 
cantidad de proteína de cada muestra se calculó en base a una calibración de 6 puntos. 
Además, se utilizó un control de calidad, como recomienda el fabricante.  
2.5. ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO DE INTERACCIONES PROTEICAS 
El análisis funcional de los datos se realizó utilizando la herramienta bioinformática 
DAVID v6.7. (Database for Annotation, Visualisation and Integrated Discovery), que 
permite el análisis de ontología y enriquecimiento (141, 142). De esta forma, se 
exploraron las principales funciones biológicas asociadas a nuestras proteínas de interés, 
así como los términos de ontología génica (GO, gene ontology) más representados. A 
continuación, se realizó un agrupamiento con los términos estadísticamente 
significativos (p<0.05, determinado por la prueba t-Student) para disminuir los términos 
redundantes y calcular el valor de enriquecimiento y la significación estadística en cada 
caso. Por otro lado, se realizó el análisis de interacciones proteicas, tanto físicas como 
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funcionales, utilizando STRING v9.1. (Search Tool for the Retrieval of Interacting 
Genes/Proteins) (143). En ambos casos, se utilizó como referencia el conjunto del 
genoma/proteoma completo de humano para estudiar el enriquecimiento.  
3. ESTUDIOS METABOLÓMICOS 
El análisis metabolómico de plasma de pacientes con EAD frente a pacientes con IA se 
realizó mediante GC-MS.  
3.1. EXTRACCIÓN DE METABOLITOS DE PLASMA 
Para precipitar las proteínas del plasma, a 50 μl de muestra se añadieron 50 μl de 
acetonitrilo y se agitaron enérgicamente con un vórtex durante 30 seg. Después  se 
centrifugó a 12000g  durante 10 min, se recogieron 75 μl del sobrenadante y se llevaron 
a sequedad calentando la muestra a 70ºC durante 1h (165).  
3.2. DERIVATIZACIÓN DE LA MUESTRA 
Antes del análisis,  se procedió a la derivatización de la muestra mediante una reacción 
de sililación en la que se sustituyeron los hidrógenos activos de los compuestos de la 
muestra por grupos TMS (trimetilsilil). Este procedimiento se llevó a cabo en dos pasos 
consecutivos (165). Primero, se incubó la muestra seca con 40 μl de hidrocloruro de 
metoxiamina (20 mg/ml) en piridina (Sigma-Aldrich) durante 24h a temperatura 
ambiente con agitación orbital, con el fin de proteger los grupos carbonilo. Transcurrido 
ese tiempo, se añadieron a la muestra 20 μl de BSTFA + 1% TMCS (Supelco) y se 
incubó a 70ºC durante 1h para que se produjese la reacción de derivatización. Para 
finalizar, se añadieron 5 μl de pentadecanoato de metilo (10 ppm) utilizado como 
estándar interno, se centrifugó la muestra a 12000g y se recogieron 50 μl de 
sobrenadante para su inyección en el GC-MS.  
3.3. ANÁLISIS CROMATOGRÁFICO 
Para el análisis se utilizó un cromatográfo de gases 6890N (Agilent Technologies) 
unido a un detector de masas de cuadrupolo simple 5975c (Agilent Technologies). La 
columna cromatográfica utilizada fue una HP-5MS (5% fenilmetilsiloxano de 30 m x 
250 μm x 0.25 μm, Agilent Technologies). El programa de temperaturas utilizado fue el 
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siguiente: temperatura inicial de 60ºC, seguido de una rampa de 5ºC/min hasta alcanzar 
285ºC, temperatura que se mantuvo durante 2 min completando así un ciclo 
cromatográfico de 47 min. La inyección de la muestra (1 μl) se realizó en modo 
splitless, es decir, sin fraccionamiento de la muestra previo a entrar en la columna, 
utilizando helio como gas portador a un flujo constante de 1.5 ml/min. La temperatura 
del inyector y de la interfase fueron 230 y 290ºC respectivamente. La adquisición se 
realizó en modo SCAN con un voltaje de impacto electrónico de 70 eV, la temperatura 
de la fuente de iones fue de 230ºC y se escaneó un rango de masas entre 50-600 Da a 
una relación de 0.99 scan/seg.  
3.4. CUANTIFICACIÓN E IDENTIFICACIÓN DE METABOLITOS 
La adquisición de los datos de cada inyección así como la integración, cuantificación e 
identificación de los picos cromatográficos se llevó a cabo utilizando el programa 
ChemStation (Agilent Technologies).  
Una vez obtenidos los cromatogramas, los espectros de masas de cada uno de los picos 
cromatográficos fueron comparados con los espectros de masas contenidos en la librería 
NIST 2.0 (National Institute of Standards and Technology), considerándose 
identificados aquellos metabolitos cuya puntuación de identificación fuese igual o 
superior a 60.  Posteriormente, la integración del cromatograma permitió calcular las 
áreas bajo la curva de cada pico identificado, que se normalizaron utilizando el 
pentadecanoato de metilo como estándar interno. 
3.5. ANÁLISIS DE DATOS 
El análisis de los datos se llevó a cabo utilizando MetaboAnalyst 2.0. (166, 167), que 
permite el análisis estadístico y facilita la interpretación funcional de los datos mediante 
el análisis de las vías metabólicas. Para ello, se importaron los valores normalizados de 
las áreas de los picos obtenidos tras la integración y se procedió a una normalización de 
los datos para reducir la variabilidad técnica y conseguir que los datos tuvieran una 
distribución Gaussiana. Además, la varianza de los metabolitos más abundantes tiende a 
enmascarar señales más pequeñas pero potencialmente significativas, lo que también se 
corrige mediante la normalización de los datos (168). Para ello, se transformó cada 
variable restándole su media y dividiendo por la desviación estándar (autoescalado). A 
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continuación, se realizó el análisis estadístico mediante t-Student y se calculó la 
variación entre grupos considerándose significativos aquellos con un p-valor ≤ 0.05 y un 
coeficiente de variación > 2 o < -2. Este programa también nos permitió llevar a cabo el 
análisis multivariante mediante ACP y agrupación jerárquica así como el análisis de 
rutas metabólicas. En este último caso, se utilizó la biblioteca de compuestos de Homo 
sapiens y se realizó el test exacto de Fisher para los análisis estadísticos. 
4. ANÁLISIS HISTOLÓGICO MEDIANTE MALDI-IMS 
Para el análisis de péptidos sobre regiones histológicas utilizando MALDI-MS 
(MALDI-IMS, MALDI imaging mass spectrometry) se utilizó una valva de un paciente 
con EAD, sin fijar ni descalcificar.  
4.1. PREPARACIÓN DE LOS CORTES HISTOLÓGICOS 
Se seleccionó un fragmento de la valva con diferentes niveles de calcificación, 
incluyendo el tejido comprendido entre la inserción en la aorta hasta el extremo libre de 
la valva. Para evitar el uso de OCT, se sujetó la muestra a la pletina del criostato 
utilizando agua fría y llevándola a congelación. Se hicieron cortes de 10 µm de grosor y 
se recogieron en portaobjetos especiales con superficie conductiva de óxido de indio y 
estaño (ITO, Indium tin oxide) (Bruker Daltonics). La degradación del tejido se evitó 
manteniendo los portaobjetos dentro del criostato o en hielo seco en todo momento para 
evitar así la descongelación de los cortes. Se estudiaron 3 regiones de la valva, 
separadas entre sí por una distancia de 800 µm. Los cortes de las regiones intermedias 
se recogieron utilizando portaobjetos normales para la realización de tinciones 
histológicas habituales. 
A continuación, se situaron los portaobjetos en un desecador a vacío durante 30 min y 
se sometieron al siguiente proceso de lavado para la deslipidación de la muestra:  
- 70% etanol fresco durante 30 seg 
- 100% etanol durante 30 seg 
- Deshidratante Carnoy (60% etanol/ 30% cloroformo/ 10% ácido acético) durante 
2 min 
- 100% etanol durante 30 seg 
- 0.2% TFA en agua durante 30 seg 
 79 
 
- 100% etanol durante 30seg 
Por último, se introdujeron los portaobjetos otra vez en el desecador durante 15 min y se 
congelaron a -80ºC, protegidos de la humedad, hasta su utilización. Las muestras así 
conservadas se enviaron a la Unidad de Proteómica del CIC BioGUNE (Bilbao), donde 
se llevó a cabo el resto del proceso.  
 
Figura MM.3. Análisis peptídico sobre regiones histológicas.  Para la deposición de la matriz se utilizó 
un espray automático Langartech 1.0. (A), construido gracias a la colaboración del CIC BioGUNE e 
Ideko-IK4. Consta de una base neumática móvil, donde se sitúa la muestra, y un espray con el que que se 
rocía la matriz (B). A continuación, los portaobjetos se sitúan  en un adaptador especial (C) para el 
análisis en el MALDI-TOF. Para situar los cortes correctamente en el MALDI-TOF, se realizan marcas 
blancas realizadas con lápiz corrector, que  se utilizan como referencia.  
4.2. DEPOSICIÓN DE LA MATRIZ 
Antes de nada, se situaron los portaobjetos en el desecador durante 20 min para evitar la 
presencia de agua tras la congelación. 
La deposición de la matriz se llevó a cabo utilizando un espray automático denominado 
Langartech 1.0., construido gracias a la colaboración del CIC BioGUNE e Ideko-IK4 
(Figura MM.3). Se trata de un dispositivo de uso particular que ha permitido obtener 
valores de resolución espacial al nivel de los mejores dispositivos comerciales 
disponibles en el mercado. Tras la optimización de los parámetros del espray para 
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obtener gotas pequeñas (<1mm) y homogéneas, se roció cada portaobjetos con la 
matriz: ácido sinapínico en 70:30 acetonitrilo:0.2% TFA. Se realizaron 10 ciclos de 
espray (5 pases) y secado (3 pases) en cada caso.  
4.3. ADQUISICIÓN DE ESPECTROS DE IMÁGENES 
Los portaobjetos se situaron en un adaptador especial (MTP Slide Adaptor II, Bruker 
Daltonics) y se analizaron utilizando un espectrómetro Autoflex III Smartbeam 
MALDI-TOF (Bruker Daltonics). La adquisición de datos se llevó a cabo en modo 
lineal, con un rango de masas de 1-30 kDa y siguiendo una matriz de disparos separados 
entre sí por 75 µm. Las especificaciones de disparo y ionización fueron las siguientes: 
modo lineal positivo, con voltajes de 20 kV (ion source 1), 18.5 kV (ion source 2) y 9 
kV (lente), extracción iónica pulsada (120 ns), supresión de matriz hasta 1000 Th. Se 
realizó una calibración de masa mediante un punto adyacente al tejido de Protein 1 
Calibration Standard (Bruker Daltonics) [7 standards en el rango 5000 a 20000 Da] 
El programa infórmatico para la adquisición y detección de espectros fue Fleximaging 
v3.0. (Bruker daltonics).  
4.4. ANÁLISIS DE RESULTADOS 
Los datos de cada experimento fueron exportados al programa informático ClinProt 
Tools v2.2. (Bruker Daltonics) para la realización del análisis estadístico. Este programa 
nos permitió encontrar las masas representativas de todos los espectros y llevar a cabo el 
análisis multivariante mediante ACP y agrupación jerárquica no supervisada 
(Unsupervised Clustering) para observar la distribución diferencial de masas en la 
superficie del tejido. El ACP nos mostró las áreas sometidas a más variación interzonal, 
mientras que la agrupación jerárquica destacó, en base a los resultados del ACP, las 
relaciones y disimilitudes entre estas regiones. 
RESULTADOS 
 
Tal y como ya hemos visto en la Introducción, los modelos animales presentan una serie 
de ventajas metodológicas respecto a la experimentación en humanos, aportando, 
principalmente, mayor reproducibilidad de los resultados respecto a los ensayos clínicos 
ya que permite realizar las manipulaciones necesarias de forma simultánea a los 
distintos grupos de estudio y controlar factores externos. Sin embargo, siempre existen 
diferencias existentes entre humanos y animales, no solo a nivel anatómico, sino 
también respondiendo de forma diferente a enfermedades y tratamientos 
farmacológicos.  Por este motivo, en el desarrollo de esta tesis, decidimos llevar a cabo 
un modelo animal en conejos y, además, trabajar con muestras humanas, de forma que 
ambos estudios sean complementarios entre sí.  
1. ESTUDIO INTEGRADO DEL DESARROLLO DE ESTENOSIS AÓRTICA 
DEGENERATIVA EN UN MODELO ANIMAL 
 
Figura R.1. Ecocardiogramas representativos del modelo animal. A) Se muestran como representación los 
gradientes transvalvulares aórticos de un conejo control (arriba) y uno patológico (abajo). B) Válvula 
aórtica (flecha) de conejo control (arriba) y patológico (abajo).  
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Durante el modelo animal, realizamos diferentes estudios para evaluar el desarrollo de 
la enfermedad en los animales.  
La existencia de EAD se confirmó usando ecocardiografía transtorácica (ETT). Por un 
lado, se midió el gradiente transvalvular, siendo mayor en los conejos con dieta especial 
que en los controles (Figura R.1A). También se observó mayor grosor de la VA en el 
grupo patológico (Figura R.1B).  
Además, se realizaron análisis de sangre a diferentes tiempos (t=0, t=6 semanas y t=12 
semanas) durante los 3 meses del desarrollo del modelo. Se midieron los valores de 
calcio, fósforo, potasio, triglicéridos, colesterol total y colesterol LDL, HDL y no-HDL. 
 
Figura R.2. Representación de los resultados de los análisis bioquímicos mostrando la media de cada 
grupo. Se señalan las diferencias estadísticamente significativas: p<0.05 (*), p<0.01 (**) o p<0.001 (***). 
Al final del modelo se encontraron niveles significativamente más altos en el grupo 
patológico en el caso de las medidas realizadas para calcio (3.67±0.98 vs 1.74±0.5 
mg/dL, p<0.001), fósforo (6.47±1.31 vs 4.6±0.54 mg/dL, p<0.01), colesterol total 
(1399±29.48 vs 53.28±17.33 mg/dL, p<0.0001), triglicéridos (165.67±99.44 vs 
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63.57±22.84 mg/dL, p<0.05), colesterol LDL (1353.17±55.16 vs 23±14.05 mg/dL, 
p<0.0001) y colesterol no-HDL (1386.33±38.94 vs 35.71±12.26 mg/dL, p<0.0001). Sin 
embargo, encontramos disminuidos los niveles de potasio (23.15±3.89 vs 33.15±6.77 
mg/dL, p<0.01) y no encontramos diferencias significativas en los niveles de colesterol 
HDL (12.67±12.31 vs 21.86±7.36 mg/dL, p=0.12) (Figura R.2).  
A nivel macroscópico, las VA del grupo patológico estaban engrosadas y habían 
perdido flexibilidad respecto a las VA sanas. Además, la caracterización histológica 
realizada con rojo de alizarina de las VA de los animales sometidos a dieta 
hipercolesterolémica, reveló la existencia de depósitos de calcio. También se observó 
mayor expresión de RAM11 y α-actina en las VA patológicas, indicando una mayor 
infiltración de macrófagos a la VA así como un mayor número de miofibroblastos 
(Figura R.3).  
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Figura R.3. Histología de las válvulas de conejo. En la tinción H&E se aprecia un engrosamiento de la 
VA (*) en el grupo patológico mientras que en la tinción rojo de alizarina se observa, además del 
engrosamiento, la aparición de depósitos de calcio (flecha). En las IHQ para la detección de macrófagos 
(RAM11) y miofibroblastos (α-actina) se oberva mayor cantidad de tinción en las VA del grupo 
patológico (flecha). 
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1.1. ESTUDIO DE PROTEÓMICA DIFERENCIAL UTILIZANDO 
VÁLVULA AÓRTICA DE CONEJO 
El análisis de proteómica diferencial de muestras de tejido de válvulas aórticas de 
conejo constó de un experimento 2D-DIGE con 6 geles bidimensionales, según las 
condiciones de la tabla MM.2. Las imágenes fluorescentes se exportaron al programa 
DeCyder. Se encontraron 15 manchas proteicas diferencialmente expresadas (p ≤ 0.05, 
Average ratio > 1.5 o < -1.5), de las cuales 5 estaban aumentadas en el grupo patológico y 
10 en el control (R.4.A). 
Figura R.4. Resultados del 2D-DIGE de válvula de conejo. Se muestra la imagen de un gel 
representativo del estudio donde aparecen indicadas las manchas proteicas diferencialmente expresadas 
(A). Además, en el análisis de componentes principales se observa una buena separación de los grupos 
experimentales de estudio (B). 
También se realizó un ACP empleando las manchas proteicas diferenciales, lo que nos 
permitió ver que las muestras se agrupaban en función de los dos grupos experimentales 
(R.4.B). 
Los posteriores análisis mediante MALDI-TOF/TOF permitieron la identificación de 8 
manchas proteicas que correspondieron a 8 proteínas. Las proteínas identificadas que 
estaban aumentadas en el grupo patológico fueron las siguientes: calreticulina, 
tranglutaminasa 2 y  ATPasa del retículo endoplasmático transicional. Mientras que la 
albúmina sérica, la cadena α-1 de la tropomiosina, la cadena B de la L-lactato 
deshidrogenasa, la cadena ligera de la miosina 3 y la cadena ligera reguladora de la 
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miosina 2 (isoforma de músculo cardiaco/ventricular) estaban aumentadas en controles. 
La relación de manchas proteicas alteradas y sus identificaciones se encuentra en la 
tabla R.1. Además, se incluyen los resultados estadísticos y la función principal de cada 
una de ellas.  
Nº ACCESO 
(UniProt)
NOMBRE DE LA 
PROTEÍNA
RELACIÓN 
C/P
P-VALOR FUNCIÓN
1 P15253 Calreticulina -2.38 0.013 Chaperona
2 G1SK42 Tranglutaminasa-2 -1.85 0.025 Aciltransferasa
3 P55072
ATPasa del retículo 
endoplasmático transicional
-1.67 0.038 Hidrolasa
4 P49065 Albúmina sérica 1.74 0.011
Antioxidante / 
Transporte
5 - No identificada -1.57 0.039
6 - No identificada -1.74 0.032
7 - No identificada 1.68 0.004
8 P58772 Cadena α-1 de la Tropomiosina 5.28 0.046
Proteína 
muscular
9 - No identificada 1.54 0.036
10 P13490
Cadena B de la L-Lactato 
deshidrogenasa
1.67 0.023 Oxidorreductasa
11 - No identificada 1.63 0.031
12 - No identificada 1.61 0.034
13 - No identificada 1.51 0.038
14 G1T375 Cadena ligera de la Miosina 3 5.41 0.040
Proteína 
muscular
15 Q7M2V4
Cadena ligera reguladora de la 
Miosina 2, isoforma músculo 
cardiaco/ventricular
6.03 0.041
Proteína 
muscular
 
Tabla R.1. Identificaciones tras el análisis 2D-DIGE del modelo animal. Se muestra el número de 
mancha proteica, el número de acceso, los resultados estadísticos (p-valor según el análisis de t-Student y 
cociente de variación control/paciente) y función principal. 
1.2. Validación de las variaciones proteicas encontradas mediante SRM 
Para las validaciones de modelo animal, se realizó un experimento mediante SRM 
utilizando el plasma de los animales. De esta forma, tratamos de localizar aquellas 
proteínas cuyas alteraciones se reflejaran a nivel de plasma, ya que presentan mayor 
valor como biomarcadores. 
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Figura R.5. Cuantificación mediante SRM de las 3 transiciones para cada uno de los 2 péptidos de la 
tropomiosina 1 (LVIIESDLER y SIDDLEDELYAQK). Se muestra el valor de significación (calculado 
mediante t-Student) correspondiente a la comparación entre el grupo control y el patológico al final del 
modelo (T=12 semanas). 
Las miosinas no se detectaron en el plasma, por lo que no pudieron analizarse (ni la 
cadena ligera de la miosina 3, ni la cadena ligera reguladora de la miosina 2). Del resto 
de proteínas, la tropomiosina 1 se encontró disminuida en el grupo patológico, al igual 
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que sucedió en el tejido. El resto de cambios tisulares no se reflejaron a nivel 
plasmático.  
Se midieron los niveles de proteína a tiempo 0 y al final del estudio, para comprobar 
que las variaciones habían tenido lugar a lo largo del estudio. En la figura R.5 se 
muestran los péptidos y las transiciones analizadas, señalándose el valor de 
significación calculado mediante t-Student de cada uno de ellos al final del estudio. 
2. ESTUDIO INTEGRADO DE LA ESTENOSIS AÓRTICA DEGENERATIVA 
EN MUESTRAS HUMANAS 
Realizamos estudios proteómicos y metabolómicos utilizando tanto plasma como tejido, 
con el objetivo de integrar los resultados obtenidos. El plasma es una muestra muy 
utilizada en la búsqueda de biomarcadores debido a su fácil obtención, mientras que los 
análisis de tejido proporcionan información de los mecanismos moleculares que ocurren 
a nivel local. Por eso, el análisis de los 2 tipos de muestra proporciona información 
complementaria de gran valor. En estos estudios, hemos empleado pacientes con IA 
como controles para aislar los cambios debidos a calcificación. Por último, hicimos un 
estudio final del papel de la enfermedad arterial coronaria (EAC) subyacente en la EAD 
con 2 tipos de controles: trasplantes y pacientes con IA. 
2.1. EVALUACIÓN DE LAS MUESTRAS HUMANAS EMPLEADAS EN LOS 
ESTUDIOS 
En primer lugar, las muestras procedentes de reemplazos valvulares y trasplantes se 
estudiaron a nivel macroscópico, observándose que las muestras con EAD presentaban 
un notable engrosamiento de las valvas así como una importante calcificación ectópica. 
Las VA controles, tanto procedentes de pacientes con IA como de trasplantes, se 
caracterizaron por su flexibilidad, aspecto traslúcido y ausencia de calcificación. 
A continuación, se realizó un estudio histológico de la VA humana con y sin 
calcificación. En el caso de las muestras con EAD, se observó la existencia de 
macrófagos (CD68) y miofibroblastos (α-actina), acumulación de lípidos, denudamiento 
del endotelio y desplazamiento y alteración de la lámina elástica subendotelial, con 
engrosamiento de la capa fibrosa (Figura R.6). En cambio, las VA control no 
presentaron calcificación y la presencia de macrófagos y miofibroblastos era 
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notablemente menor. En estas válvulas se podían diferenciar claramente las capas 
fibrosa y ventricular, además de las capas de endotelio en ambos lados externos de la 
valva.  
 
Figura R.6. Tinciones histológicas de una VA estenótica. A) Tinción de H&E en la que se observa el 
nódulo de calcio (estrella) e IHQ de α-actina (miofibroblastos) y CD68 (macrófagos). Se señalan con una 
flecha las zonas con tinción positiva. B) Tinción de fibras elásticas de una región menos afectadas. Aún se 
conserva la estructura de las fibras elásticas de la capa ventricular. Sin embargo, se aprecia un acúmulo de 
lípidos en la región subendotelial (entre la zona de inicio de la lesión y la lámina elástica subendotelial). 
La lámina elástica se irá desplazando según aumenta la acumulación de lípidos y células inflamatorias, 
hasta perder completamente su estructura. 
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2.2. ESTUDIO ”-ÓMICO” EN MUESTRAS DE PLASMA HUMANO 
El plasma humano es una muestra ampliamente utilizada en la búsqueda de 
biomarcadores debido, en parte, a que se obtiene de forma poco invasiva. Además, es 
una muestra fundamental para el diagnóstico de enfermedades y su control terapéutico, 
que se analiza de forma rutinaria en todos los laboratorios de análisis clínicos.  
2.2.1. ANÁLISIS PROTEÓMICO DE PLASMA MEDIANTE 2D-DIGE 
El estudio de expresión diferencial de proteínas mediante 2D-DIGE en plasma de 
pacientes con EAD frente a pacientes con IA se realizó utilizando 6 individuos de cada 
grupo utilizando las condiciones de la tabla MM.2. Los individuos se seleccionaron para 
evitar diferencias significativas en los factores de riesgo cardiovasculares entre los dos 
grupos de estudio y tener así poblaciones lo más homogéneas posibles (Tabla R.2). Los 
detalles del protocolo utilizado se encuentran en el apartado 2 de Material y Métodos. 
IA (n=6) EA (n=6) P-VALOR
Edad 70.33±6.62 73.17±2.48 0.35
Sexo (%Hombres/Mujer) 83 / 17 83 / 17 1.00
FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR
% Obesidad 33 17 1.00
% HTA 67 83 1.00
% Dislipemia 33 33 1.00
% Diabetes 17 17 1.00
% Fumadores 0 0 1.00
% Enfermedad coronaria 67 67 1.00
 
Tabla R.2. Características clínicas de los individuos utilizados en el análisis 2D-DIGE de plasma. La 
significación estadística se calculó mediante t-Student en el caso de edad (por ser una variable continua) y 
mediante el estadístico exacto de Fisher en el resto de casos (variables nominales) 
Utilizando el DeCyder, se realizó un análisis estadístico mediante una t-Student 
(p≤0.05) y se excluyeron aquellas manchas proteicas que no aparecieran en el 90% de 
los geles y/o que no presentaran un cociente de variación mayor a ±1.5. Tras la 
aplicación de estos criterios, encontramos 24 manchas proteicas diferencialmente 
expresadas (Figura R.7C), 18 aumentadas y 6 disminuidas en EAD.  
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Figura R 7. Resultados del 2D-DIGE de plasma. Los análisis multivariantes de componentes 
principales (A) y agrupación jerárquica (B) mostraron una buena separación de los grupos 
experimentales. En la imagen también se muestra el gel maestro indicando las manchas proteicas 
diferencialmente expresadas (C).  
Para confirmar una buena separación de los grupos de estudio se realizaron análisis de 
ACP y agrupación jerárquica empleando las manchas proteicas diferencialmente 
expresadas (Figura R.7A y B). 
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Nº 
ACCESO 
(UniProt)
NOMBRE DE LA 
PROTEÍNA
RELACIÓN 
C/P
P-VALOR FUNCIÓN
MM KDa, 
TEÓRICO
pI, 
TEÓRICO
1 Q14624
Cadena pesada H4 del 
inhibidor de la inter-α-tripsina
-1.68 0.004
Inhibidor de 
proteasas/fase aguda
103357 6,51
2 P02675 Cadena β del fibrinógeno -1.56 0.006 Coagulación 55928 8.54
3 P02675 Cadena β del fibrinógeno -1.8 0.009 Coagulación 55928 8.54
4 P02679 Cadena ɣ del fibrinógeno -1.6 0.003 Coagulación 51511 5.37
5 P02679 Cadena ɣ del fibrinógeno -1.61 0.002 Coagulación 51511 5.37
6 P02679 Cadena ɣ del fibrinógeno -1.64 0.003 Coagulación 51511 5.37
7 P02679 Cadena ɣ del fibrinógeno -1.73 0.020 Coagulación 51511 5.37
8 Q03591
Proteína 1 relacionada con el 
factor H del complemento
-1.95 0.015
Activación del 
complemento
37650 7.39
9 Q03591
Proteína 1 relacionada con el 
factor H del complemento
-1.66 0.012
Activación del 
complemento
37650 7.39
10 Q03591
Proteína 1 relacionada con el 
factor H del complemento
-2.01 0.015
Activación del 
complemento
37650 7.39
11 Q03591
Proteína 1 relacionada con el 
factor H del complemento
-1.95 0.020
Activación del 
complemento
37650 7.39
12 - No identificada -2.7 0.039
13 - No identificada -2.96 0.017
14 P00748 Factor de coagulación XII 1.72 0.029
Hidrolasa,proteasa / 
Coagulación
67792 8.04
15 - No identificada 1.66 0.011
16 P01008 Antitrombina III 1.7 0.032
Inhibidor de proteasas / 
Coagulación
52602 6.32
17
P0C0L4 Complemento C4-A
1.64 0.031
Vía del complemento 192785 6.66
P0C0L5 Complemento C4-B Vía del complemento 192751 6.89
18
P0C0L4 Complemento C4-A
1.79 0.024
Vía del complemento 192785 6.66
P0C0L5 Complemento C4-B Vía del complemento 192751 6.89
19 P00738 Haptoglobina -3.48 0.037 Fase aguda 45205 6.13
20 P04004 Vitronectina -1.54 0.036 Adhesión celular 54305 5.55
21 P02655 Apolipoproteina C-II -1.95 0.042
Degradación y 
transporte de lípidos
11283 4.64
22 P02675 Cadena β del fibrinógeno -1.71 0.018 Coagulación 55928 8.54
23 P02679 Cadena ɣ del fibrinógeno -1.65 0.004 Coagulación 51511 5.37
24
Q14624
Cadena pesada H4 del 
inhibidor de la inter-α-tripsina 1.94 0.001
Inhibidor de proteasas / 
Fase aguda
103357 6,51
P10909 Clusterina Chaperona / Apoptosis 52494 5.88
Tabla R.3. Identificaciones tras el análisis 2D-DIGE de plasma. Se muestra el número de mancha 
proteica, el número de acceso, los resultados estadísticos (p-valor según el análisis de t-Student y cociente 
de variación control/paciente), función principal, punto isoeléctrico y masa molecular teórica.  
Las manchas de interés se escindieron de los geles y se analizaron mediante MALDI-
TOF/TOF. De las 24, se identificaron 21 que correspondieron a 12 proteínas únicas 
(Tabla R.3.). Se encontraron aumentadas en EAD las cadenas β (FIBB) y γ (FIBG) del 
fibrinógeno (3 y 5 manchas proteicas, respectivamente), la proteína 1 relacionada con el 
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factor H del complemento (CFHR1) (4 manchas proteicas), la haptoglobina, la 
vitronectina, la apolipoproteína CII (ApoCII) y la cadena pesada H4 del inhibidor de la 
inter-α-tripsina (ITIH4). Estaban disminuidas en EAD el factor de coagulación XII,  la 
antitrombina III y el complemento 4 (A y B) (2 manchas proteicas). En el caso de las 
manchas proteicas 17 y 18, el análisis mediante MS proporcionó dos identificaciones 
con la misma puntuación: complemento C4A y complemento C4B. Este se debe a la 
homología existente entre las dos: el número de aminoácidos de las dos es el mismo, 
con una homología de más del 99% (169) y los fragmentos analizados por MS/MS 
aparecen en ambas. En el caso de la mancha proteica 24, se obtuvo una mezcla de dos 
proteínas en la identificación: la cadena pesada H4 del inhibidor de la inter-α-tripsina y 
la clusterina. En la tabla se muestra la identificación de cada mancha proteica con los 
resultados estadísticos y la función.  
Se realizó una clasificación de las proteínas encontradas en base a su función, teniendo 
en cuenta la base de datos Uniprot (Figura R.8). Se observaron dos grupos 
predominantes: proteínas implicadas en inflamación/respuesta inmune y proteínas 
implicadas en coagulación.  
 
Figura R.8. Funciones principales de las proteínas encontradas en el 2D-DIGE de plasma. 
2.2.1.1. Validaciones mediante ensayo de turbidimetría 
Las validaciones de plasma se realizaron mediante ensayos de turbidimetría, que 
proporcionan una cuantificación absoluta de la proteína y, además, hay que destacar que 
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son fácilmente aplicables en el entorno clínico. Fueron validadas la antitrombina III y la 
haptoglobina, ambas en un grupo independiente de individuos formado por 9 pacientes 
con IA y 38 con EAD (Tabla R.4).  
IA (n=9) EAD (n=38) P-VALOR
Edad 65.56±12.65 74.18±8.09 <0.05 *
Sexo (%Hombres/Mujer) 78 / 22 50 / 50 0.160
FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR
% Obesidad 44 24 0.237
% HTA 56 82 0.183
% Dislipemia 33 53 0.461
% Diabetes 0 29 0.092
% Fumadores 0 21 0.323
% Enfermedad coronaria 11 32 0.410
 
Tabla R.4. Características clínicas de los individuos utilizados en la validación mediante 
turbidimetría. La significación estadística se calculó mediante t-Student en el caso de edad (por ser una 
variable continua) y mediante el estadístico exacto de Fisher en el resto de casos (variables nominales) 
 
Figura R.9.Validación mediante turbidimetría. Niveles de antitrombina III y haptoglobina encontrados 
en los dos grupos experimentales. . La significación estadística se calculó mediante t-Student en el caso 
de las variables continuas (edad, antitrombina III  y haptoglobina) y mediante el estadístico exacto de 
Fisher en el resto de casos (variables nominales). *, p-valor < 0.05. 
Debido a la limitación en el número de análisis, los pacientes con EAD fueron 
agrupados de 2 en 2 (19 análisis). Los valores de antitrombina III fueron de 12.5±4.5 
mg/dl en el grupo control y 8.0±3.9 en el estenótico, siendo el p-valor = 0.013. Por su 
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parte, los niveles de haptoglobina encontrados fueron de 62.5±27.9 mg/dl en el grupo 
control y 88.3±28.20 en el estenótico, siendo el p-valor = 0.016 (Figura R.9).   
2.2.2. ANÁLISIS METABOLÓMICO DEL PLASMA  
Para el estudio metabolómico mediante GC-MS se emplearon 6 individuos de cada 
grupo, sin diferencias significativas en los factores de riesgo cardiovascular (Tabla 
R.5.).  
IA (n=6) EA (n=6) P-VALOR
Edad 66.83±8.35 73.5±2.43 0.09
Sexo (%Hombres/Mujer) 83 / 17 83 / 17 1.00
FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR
% Obesidad 33 17 1
% HTA 50 83 0.545
% Dislipemia 50 50 1.00
% Diabetes 0 17 1.00
% Fumadores 0 0 1.00
% Enfermedad coronaria 50 67 1.00
 
Tabla R.5. Características clínicas de los individuos utilizados en el análisis metabolómico de 
plasma. La significación estadística se calculó mediante t-Student en el caso de edad (por ser una variable 
continua) y mediante el estadístico exacto de Fisher en el resto de casos (variables nominales). 
El protocolo utilizado se encuentra detallado en el apartado 3 de Material y Métodos. Se 
identificaron un total de 67 picos entre los que se encontraban el estándar interno 
(pentadecanoato de metilo), que eluyó a 24.063 min, y el ácido 
etilendiaminotetraacético (EDTA)  cuyo pico cromatográfico (35.109 min) no se 
consideró como un metabolito de interés ya que provenía del agente anticoagulante de 
los tubos de extracción de sangre empleados (BD Microtainer
®
). El área del pico del 
estándar interno se empleó para normalizar los valores del resto de picos 
cromatográficos. Dado que cada muestra se inyectó por triplicado, se empleó la media 
de las 3 áreas normalizadas para los análisis posteriores. En algunas ocasiones, durante 
el proceso de derivatización de la muestra pueden generarse dos o más productos 
secundarios procedentes de un mismo compuesto. Por este motivo, encontramos 8 
metabolitos que dieron lugar, cada uno, a dos picos diferentes en el cromatograma. 
Estos 8 metabolitos fueron: valina, ácido oxálico, leucina, serina, treonina, ácido 2,3-
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dihidroxibutanoico, ácido aspártico y glucitol. En estos casos, se sumaron las áreas 
normalizadas de cada pico correspondiente a cada metabolito antes de realizar el resto 
de análisis con el objetivo de hacer un análisis cuantitativo real. Los metabolitos 
identificados junto con el tiempo de retención, el número CAS y la clasificación según 
sus grupos funcionales se encuentran en la tabla R.6.  
NOMBRE 
TIEMPO DE 
RETENCIÓN
NÚMERO CAS TIPO
1 Ácido pirúvico 6.196 [127-17-3] Ác. orgánicos/hidroxílicos
2 Ácido láctico 6.434
[50-21-5]
Ác. orgánicos/hidroxílicos
L: [79-33-4] / D: [10326-41-7]
3 Ácido glicólico 6.728 [79-14-1] Ác. orgánicos/hidroxílicos
4 Valina 6.905 / 10.085
[516-06-3]
Amino metabolitos
L: [72-18-4] / D: [640-68-6]
5 Alanina 7.329
[302-72-7]
Amino metabolitos
L: [56-41-7] / D: [640-68-6]
6 Ácido 2-hidroxibutírico 7.933 [565-70-8] Ác. orgánicos/hidroxílicos
7 Ácido oxálico 8.088 / 8.247 [144-62-7] Ác. orgánicos/hidroxílicos
8 Leucina 8.498 / 11.529 [61-90-5] Amino metabolitos
9 Ácido 3-hidroxibutírico 8.704 [300-85-6] Ác. orgánicos/hidroxílicos
10 Ácido 2-hidroxivalérico 8.83 [617-31-2] Ác. orgánicos/hidroxílicos
11 Isoleucina 8.991 [73-32-5] Amino metabolitos
12 Ácido 3-metil-2-oxovalérico 9.743 [1460-34-0] Ác. orgánicos/hidroxílicos
13 Urea 11.028 [57-13-6] Amino metabolitos
14 Serina 11.118 / 13.882 [302-84-1] Amino metabolitos
15 Treonina 12.069 / 14.561 [72-19-5] Amino metabolitos
16 Glicina 12.33 [56-40-6] Amino metabolitos
17 Ácido succínico 12.512 [110-15-6] Ác. orgánicos/hidroxílicos
18 Ácido glicérico 13.154 [473-81-4] Ác. orgánicos/hidroxílicos
19 Ácido 2,3-dihidroxibutanoico 13.521 / 13.769 [759-06-8] Ác. orgánicos/hidroxílicos
20 Ácido tartrónico 14.692 [80-69-3] Ác. orgánicos/hidroxílicos
21 Ácido aspártico 14.735 / 16.336 [56-84-8] Amino metabolitos
22 Homocisteína 15.163 [454-29-5] Amino metabolitos
23 Ácido 2,4-dihidroxibutanoico [1518-62-3] Ác. orgánicos/hidroxílicos
24 Ácido 3,4-dihidroxibutanoico 15.701 [51267-44-8] Ác. orgánicos/hidroxílicos
25 Ácido aminomalónico 16.529 [1068-84-4] Amino metabolitos
26 Ácido málico 17.064
[6915-15-7]
Ác. orgánicos/hidroxílicos
L: [97-67-6] / D: [636-61-3]
27 5-oxo-prolina 17.586 [149-87-1] Amino metabolitos
28 Ácido treónico 18.549 L: [7306-96-9] / D: [151152] Ác. orgánicos/hidroxílicos
29 Ácido eritrónico 18.976 [13752-84-6] Ác. orgánicos/hidroxílicos
30 Cistationina 18.978 [535-34-2] Amino metabolitos
31
Ácido tetrahidroxipentanoico-1,4-
lactona
20.029
Ribonolactona: [5336-08-3]
Ác. orgánicos/hidroxílicosXylono-1,4-lactona: [15384-37-9]
1,4-Arabinonolactona: [2782-04-9]
 
Tabla R.6. Metabolitos identificados. 
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NOMBRE 
TIEMPO DE 
RETENCIÓN
NÚMERO CAS TIPO
32 Ácido trihidroxipentanoico 21.115 [29625-75-0] Ác. orgánicos/hidroxílicos
33 5-hidroxitriptófano 21.275 [56-69-9] Amino metabolitos
34 Glicerol-3-fosfato 23.425 [57-03-4] Ác. orgánicos/hidroxílicos
35 Ácido ribónico 23.528 [710941-59-6] Ác. orgánicos/hidroxílicos
36 Ácido cítrico 24.497 [77-92-9] Ác. orgánicos/hidroxílicos
37 Ácido mirístico [544-63-8] Ácidos grasos
38 Fructosa 25.795 [57-48-7] Carbohidratos
39 Glucosa 26.333 L: [921-60-8] / D: [50-99-7] Carbohidratos
40 Galactosa 26.611 [26566-61-0] Carbohidratos
41 N-acetilglucosamina 26.763 [7512-17-6] Carbohidratos
42 Glucitol 26.862 / 27.004 [50-70-4] Carbohidratos
43 Turanosa 27.255 [547-25-1] Carbohidratos
44 Beta-D-glucopiranosa 27.926 [492-61-5] Carbohidratos
45 Ácido glucónico 28.197 [526-95-4] Ác. orgánicos/hidroxílicos
46 Ácido palmítico 28.336 [57-10-3] Ácidos grasos
47 Inositol 29.714 [6917-35-7] Carbohidratos
48 Ácido heptadecanoico 30.068 [506-12-7] Ácidos grasos
49
Ácido 6-
hidroximetilnaftalenoacético
30.394 ---- Aromáticos/esteroides
50 Ácido linoleico 31.201 [60-33-3] Ácidos grasos
51 Ácido oleico 31.305 [112-80-1] Ácidos grasos
52 Ácido cis-vaccénico 31.421 [506-17-2] Ácidos grasos
53 Ácido esteárico 31.814 [57-11-4] Ácidos grasos
54 Terbutalina 34.727 [23031-25-6] Aromáticos/esteroides
55 Ácido araquídico 34.977 [506-30-9] Ácidos grasos
56 Ribofuranosa L: [24259-59-4] / D:[50-69-1] Carbohidratos
57 Colesterol 44.755 [57-88-5] Ácidos grasos
58
6-octadecanoato-α-D-
glucopiranósido
45.396 ---- Ácidos grasos
59 Monolinoleina 45.678 [2277-28-3] Ácidos grasos
 
Tabla R.6. Continuación. Metabolitos identificados. Se muestra el tiempo de retención, el número 
CAS correspondiente (cuando existen números diferentes para los isómeros se muestra L o D, según 
corresponda) y el tipo según el grupo funcional.  
Los análisis estadísticos se realizaron utilizando la plataforma online Metaboanalyst. 
Una vez importados los datos, se realizó una normalización en base a la mediana para 
reducir la variabilidad procedente de la técnica y los errores estadísticos debidos a la 
diferencia de concentraciones de los metabolitos. En concreto, la glucosa es mucho más 
abundante que todas las demás por lo que esté paso es fundamental para obtener una 
distribución Gaussiana de los datos y evitar errores estadísticos en la detección de 
cambios significativos (168) 
A continuación, se realizó el análisis estadístico de los datos mediante t-Student. Se 
encontraron 19 metabolitos con diferencias estadísticamente significativas (p ≤ 0.05, 
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average ratio > 2 o < -2) entre los dos grupos, todos ellos aumentados en el grupo con 
EAD: serina, ácido cítrico, ácido tartrónico, 6-octadecanoato-α-D-glucopiranósido, 
ácido succínico, 5-hidroxitriptófano, isoleucina, ácido málico, ácido aspártico, ácido 
aminomalónico, leucina, ácido glucónico, alanina, treonina, monolinoleína, 5-
oxoprolina, ácido tetrahidroxipentanoico-1,4-lactona, glicina y glucitol (Tabla R.7) 
NOMBRE
RELACIÓN 
C/P
P-VALOR TIPO FUNCIÓN PRINCIPAL
1 Serina 4.22 0.0001 Amino metabolitos
Metabolismo de 
aminoácidos/proteínas
2 Ácido cítrico 7.75 0.0002 Ác. orgánicos/hidroxílicos Ciclo del ácido cítrico
3 Ácido tartrónico 3.11 0.0003 Ác. orgánicos/hidroxílicos Ciclo del ácido cítrico
4
6-octadecanoato-α-D-
glucopiranósido
4.47 0.0006 Ácidos grasos Desconocida
5 Ácido succínico 2.75 0.0013 Ác. orgánicos/hidroxílicos Ciclo del ácido cítrico
6 5-hidroxitriptófano 2.21 0.0016 Amino metabolitos Coagulación
7 Isoleucina 3.39 0.0022 Amino metabolitos
Metabolismo de 
aminoácidos/proteínas
8 Ácido málico 4.11 0.0024 Ác. orgánicos/hidroxílicos Ciclo del ácido cítrico
9 Ácido aspártico 5.79 0.0027 Ác. orgánicos/hidroxílicos
Metabolismo de 
aminoácidos/proteínas
10 Ácido aminomalónico 4.72 0.0030 Amino metabolitos
Metabolismo de 
aminoácidos/proteínas
11 Leucina 3.25 0.0042 Amino metabolitos
Metabolismo de 
aminoácidos/proteínas
12 Ácido glucónico 3.75 0.0047 Ác. orgánicos/hidroxílicos Reacciones oxido-reducción
13 Alanina 8.56 0.0051 Amino metabolitos
Metabolismo de 
aminoácidos/proteínas
14 Treonina 2.91 0.0061 Amino metabolitos
Metabolismo de 
aminoácidos/proteínas
15 Monolinoleína 3.37 0.0085 Ácidos grasos Metabolismo lipídico
16 5-oxoprolina 3.28 0.0126 Amino metabolitos Reacciones oxido-reducción
17
Ácido 
tetrahidroxipentanoico-1,4-
lactona
3.19 0.0155 Ác. orgánicos/hidroxílicos Desconocida
18 Glicina 4.98 0.0253 Amino metabolitos
Metabolismo de 
aminoácidos/proteínas
19 Glucitol 2.10 0.0460 Carbohidratos Reacciones oxido-reducción
 
Tabla R.7. Metabolitos significativamente alterados. Se muestra la relación entre controles y pacientes 
(C/P), el valor de significación estadística tras el análisis t-Student (p-valor), el grupo funcional y la 
función principal de cada uno.  
Los análisis multivariantes realizados, ACP y agrupación jerárquica, demostraron una 
buena separación de los dos grupos de estudio (Figura R.10).  
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Figura R 10. Resultados del análisis metabolómico de plasma. Los análisis multivariantes de 
componentes principales (A) y agrupación jerárquica (B) mostraron una buena separación de los grupos 
experimentales. 
2.3. ESTUDIO PROTEÓMICO A PARTIR DE MUESTRAS DE TEJIDO 
HUMANO 
El objetivo de estos estudios es profundizar en los mecanismos moleculares, a nivel 
local, que están implicados en el desarrollo de la EAD. Para ello, hemos realizado dos 
tipos de estudios: análisis de histología molecular mediante el uso de MALDI-IMS y 
análisis proteómico diferencial mediante 2D-DIGE. Además, hemos profundizado en la 
relación molecular existente entre la aterosclerosis y la EAD mediante el análisis 
proteómico diferencial de VA clasificadas por la presencia/ausencia de enfermedad 
arterial coronaria (EAC) subyacente. 
2.3.1. ANÁLISIS DE LA VÁLVULA ESTENÓTICA MEDIANTE HISTOLOGÍA 
MOLECULAR 
Para la realización del análisis se estudiaron 3 regiones de una válvula estenótica, cada 
una de ellas con un grado de afectación diferente. Se utilizaron cortes consecutivos para 
la realización de las tinciones histológicas (figura R.11) y para la adquisición de las 
imágenes moleculares mediante MALDI-IMS. 
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Figura R.11. Imágenes de las tinciones histológicas de las secciones analizadas por MALDI-IMS (A, 
B y C). De izquiera a derecha: tinción de fibras elásticas, tinción de lípidos e IHQ para α-actina y CD68. 
Se ha ampliado una zona característica en cada caso, señalando la zona calcificada (triángulo), fibras 
elásticas y colágeno (flecha negra continua y discontinua, respectivamente), miofibroblastos (flechas 
azules), acúmulo de lípidos (estrella) y macrófagos (flechas verdes). 
Tras la adquisición de los espectros, se realizó una primera inspección manual de la 
distribución espacial de los picos y se seleccionaron, por su distribución en regiones 
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características de la lesión, los siguientes: 5059.681, 4300.155, 13984.11 y 14659.25 Da 
(Figura R.12). 
 
Figura R.12. Distribución espacial de los picos seleccionados manualmente. Destaca la zona 
calcificada, rica en fragmentos con una masa de 5059 Da.  
A continuación, se realizó un análisis multivariante no supervisado para comprobar la 
existencia de diferentes zonas dentro de cada sección.  
Primero se realizó un ACP para agrupar las diferentes zonas de la VA en función de la 
varianza de los espectros de masas de la superficie del tejido, extrayéndose 8 
componentes de cada región (figuras R.13.A, R.14A y R.15A). 
Además, el programa informático ClinPro Tools v2.2. permitió realizar, en base a los 
resultados del ACP, un análisis de agrupación jerárquica en el que se analizaron las 
relaciones entre las diferentes regiones separadas en el ACP, obteniéndose un 
dendograma en el que se muestran las distancias (similitudes) entre los diferentes 
grupos de picos (figuras R.13B, R.14B y R.15B). 
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Figura R.13. Resultados del análisis multivariante tras el MALDI-IMS de la sección 1. Se muestran 
las imágenes con los picos de los 8 componentes extraídos tras el ACP (A). Además, está representado el 
dendograma con las distancias entre los grupos y el número de picos que corresponden a cada uno (entre 
paréntesis) (B). La distribución superficial de cada grupo se encuentra representado en la imágen 
mediante un código de color.  
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Figura R.14. Resultados del análisis multivariante tras el MALDI-IMS de la sección 2. Se muestran 
las imágenes con los picos de los 8 componentes extraídos tras el ACP (A). Además, está representado el 
dendograma con las distancias entre los grupos y el número de picos que corresponden a cada uno (entre 
paréntesis) (B). La distribución superficial de cada grupo se encuentra representado en la imágen 
mediante un código de color. 
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Figura R.15. Resultados del análisis multivariante tras el MALDI-IMS de la sección 3. Se muestran 
las imágenes con los picos de los 8 componentes extraídos tras el ACP (A). Además, está representado el 
dendograma con las distancias entre los grupos y el número de picos que corresponden a cada uno (entre 
paréntesis) (B). La distribución superficial de cada grupo se encuentra representado en la imágen 
mediante un código de color.  
2.3.2. ESTUDIO DE PROTEÓMICA DIFERENCIAL DE TEJIDO VALVULAR 
HUMANO MEDIANTE 2D-DIGE 
En el estudio de expresión diferencial de tejido valvular mediante 2D-DIGE, utilizamos 
4 individuos con IA y 5 con EAD, utilizando las condiciones reflejadas en la tabla 
MM.1. y según el protocolo detallado en el apartado 2 de Material y Métodos. Los 
individuos de los grupos de estudio se seleccionaron para evitar diferencias 
significativas en los factores de riesgo cardiovascular, buscando tener poblaciones lo 
más homogéneas posibles (Tabla R.8).  
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IA (n=4) EA (n=5) P-VALOR
Edad 72.25±4.86 75.4±3.21 0.28
Sexo (%Hombres/Mujer) 75 / 25 40 / 60 0.52
FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR
% Obesidad 25 40 1.00
% HTA 75 80 1.00
% Dislipemia 75 80 1.00
% Diabetes 50 40 1.00
% Fumadores 0 0 1.00
% Enfermedad coronaria 25 40 1.00
Tabla R.8. Características clínicas de los individuos utilizados en el análisis 2D-DIGE de tejido. La 
significación estadística se calculó mediante t-Student en el caso de edad (por ser una variable continua) y 
mediante el estadístico exacto de Fisher en el resto de casos (variables nominales). 
 
Figura R 16. Gel representativo del análisis 2D-DIGE de tejido en el que se indican las manchas 
proteicas diferencialmente expresadas. 
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Utilizando el programa DeCyder, se seleccionaron las manchas proteicas que se 
encontraron presentes en el 90% de los geles, con un cociente de variación mayor a ±1.5 
y estadísticamente significativas (p≤0.05, calculado mediante t-Student). Tras la 
aplicación de estos criterios, encontramos 32 manchas proteicas diferencialmente 
expresadas (Figura R.16), 8 aumentadas y 24 disminuidas en EAD.  
Se realizaron análisis multivariantes (ACP y agrupación jerárquica), empleando las 
manchas proteicas diferencialmente expresadas, para confirmar una buena separación de 
los grupos de estudio (Figura R.17). 
 
Figura R 17. Resultados del 2D-DIGE de tejido de pacientes. Se muestran los análisis multivariantes 
de componentes principales (A) y agrupación jerárquica (B) 
Las manchas de interés se escindieron de los geles y se analizaron mediante MALDI-
TOF/TOF. De las 32 manchas, se identificaron 20 que correspondieron a 11 proteínas 
únicas (Tabla R.9). Entre ellas, se encontraron aumentadas en EAD la proteína mimecan 
(u osteoglicina, 4 manchas proteicas) y la dermatopontina. Por el contrario aparecieron 
disminuidas en EAD la β-2-glicoproteína 1 (o apolipoproteína H), la proteína de unión 
al selenio 1, la albúmina (2 manchas proteicas), la proteína 1 de unión entre hialuronán 
y proteoglicano (HAPLN1), la α-enolasa (3 manchas proteicas), la 6-
fosfogluconolactonasa, la proteína sérica amiloide A-1 y la región C de las cadenas λ y 
κ de la inmunoglobulina (2 y 3 manchas proteicas, respectivamente). 
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Nº 
ACCESO 
(UniProt)
NOMBRE DE LA 
PROTEÍNA
RELACIÓN 
C/P
P-VALOR FUNCIÓN
MM KDa, 
TEÓRICO
pI, 
TEÓRICO
1 P02749 β-2-glicoproteina 1 2.38 0.0086 Coagulación 38298 8.34
2 - No identificada 3.39 0.0460
3 Q13228
Proteína de unión al 
selenio 1
4.95 0.0275 Transporte proteínas 52390 5.93
4 - No identificada 4.00 0.0087
5 P02768 Albúmina 2.18 0.0320 Antioxidante / Transporte 69367 5.92
6 P10915
Proteína 1 de unión entre 
hialuronán y 
proteoglicano (HAPLN1)
4.50 0.0377 Adhesión celular 40166 7.1
7 P06733 α-enolasa 5.87 0.0212 Metabolismo de carbohidratos 47169 7.01
8 - No identificada 5.80 0.0381
9 P06733 α-enolasa 7.26 0.0316 Metabolismo de carbohidratos 47169 7.01
10 - No identificada 4.29 0.0244
11 P06733 α-enolasa 4.78 0.0424 Metabolismo de carbohidratos 47169 7.01
12 - No identificada 4.98 0.0484
13 - No identificada 5.85 0.0169
14 - No identificada -2.25 0.0014
15 - No identificada -2.30 0.0036
16 P20774 Mimecan -2.24 0.0161 Metabolismo de carbohidratos 33922 5.46
17 P20774 Mimecan -2.90 0.0111 Metabolismo de carbohidratos 33922 5.46
18 P20774 Mimecan -2.83 0.0301 Metabolismo de carbohidratos 33922 5.46
19 P20774 Mimecan -3.28 0.0359 Metabolismo de carbohidratos 33922 5.46
20 O95336 6-fosfogluconolactonasa 1.80 0.0141 Metabolismo de carbohidratos 27547 5.7
21 P02768 Albúmina 4.57 0.0125 Coagulación / Transporte 69367 5.92
22 - No identificada 1.89 0.0238
23 - No identificada 2.61 0.0418
24 P0CF74
Región constante de la 
cadena λ-6 de la Ig
2.67 0.0417 Respuesta inmune 11277 6.91
25 P01834
Region constante de la 
cadena κ de la Ig
2.97 0.0464 Respuesta inmune 11609 5.58
26 P01834
Region constante de la 
cadena κ de la Ig
2.85 0.0184 Respuesta inmune 11609 5.58
27 P0DJI8
Proteína sérica amiloide 
A-1
2.04 0.0322 Fase aguda 13532 6.28
28 Q07507 Dermatopontina -2.41 0.0347 Adhesión celular 24005 4.7
29 - No identificada 2.14 0.0121
30 P01834
Region constante de la 
cadena κ de la Ig
2.53 0.0284 Respuesta inmune 11609 5.58
31
P0CG05
Región contanste de la 
cadena λ-2 de la Ig
3.54 0.0018
Respuesta inmune 11294 6.91
P0CG06
Región constante de la 
cadena λ-3 de la Ig
Respuesta inmune 11237 6.91
P0CF74
Región constante de la 
cadena λ-6 de la Ig
Respuesta inmune 11277 6.91
32 - No identificada -2.17 0.0286
 
Tabla R.9. Identificaciones tras el análisis 2D-DIGE de tejido. Se muestra el número de la mancha 
proteica, el número de acceso, los resultados estadísticos (p-valor según el análisis de t-Student y cociente 
de variación control/paciente), función principal, punto isoeléctrico y masa molecular teórica.  
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2.4. ESTUDIO PROTEÓMICA DIFERENCIAL UTILIZANDO TEJIDO 
VALVULAR PROCEDENTE DE INDIVIDUOS CON ATEROSCLEROSIS 
CORONARIA 
En el estudio de expresión diferencial de tejido valvular mediante 2D-DIGE, utilizamos 
6 grupos experimentales: válvulas controles procedentes de trasplantes (T), de 
individuos con IA y de individuos con EAD, separados en dos grupos según la 
presencia/ausencia de EAC. El número de individuos utilizados en cada grupo así como 
sus características clínicas se encuentran detallados en la tabla R.10.  
CON EAC SIN EAC
T (n=3) IA (n=3) EAD (n=6) T (n=3) IA (n=3) EAD (n=6)
Edad 58±5.57 69±11.36 67±10.90 65±2.30 71±4.51 73±9.03
Sexo 
(%Hombres/Mujer)
67 / 33 33 / 67 33 / 67 100 / 0 67 / 33 50 / 50
FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR
% Obesidad 67 0 50 33 100 33
% HTA 0 67 67 33 67 67
% Dislipemia 67 100 67 100 67 67
% Diabetes 0 0 17 0 0 17
% Fumadores 0 0 50 67 67 33
 
Tabla R.10. Características clínicas de los individuos utilizados en el análisis 2D-DIGE de tejido.  
Utilizando el programa informático DeCyder, se seleccionaron aquellas manchas que se 
encontraron presentes en el 80% de los geles. Debido a la complejidad del diseño 
experimental se realizaron diferentes análisis estadísticos:  
1) Comparación de las muestras en función de su origen, separadas según la 
presencia de EAC. Se utilizó el estadístico t-Student ya que se compararon dos 
grupos en cada caso. 
2) Comparación de los tres tipos de muestras con EAC. Se empleó el análisis 
multivariante ANOVA aplicando la corrección de Tukey.  
3) Comparación de los tres tipos de muestras sin EAC. Se empleó el análisis 
multivariante ANOVA aplicando la corrección de Tukey.  
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En todos los casos, se consideraron manchas proteicas de interés aquellas con un 
cociente de variación mayor a ±1.5 y un valor de significación p≤0.05. Tras la 
aplicación de estos criterios, encontramos un total de 190 manchas proteicas 
diferencialmente expresadas (Tabla R.11).  
RELACIÓN PACIENTES SIN 
EAC/PACIENTES CON EAC
PACIENTES CON EAC
RELACIÓN:
PACIENTES SIN EAC
RELACIÓN:
T IA EAD T/EAD T/IA IA/EAD T/EAD T/IA IA/EAD
Nº de MANCHAS 
PROTEICAS 
DIFERENCIALES
9 13 31 6 16 3 99 72 6
Nº de PROTEÍNAS 
IDENTIFICADAS
7 8 15 27 25 3
1 Albúmina -1.86 *
2 Albúmina -2.16
3 Albúmina -1.89
4 Albúmina 2.12
5
Cadena α-1 del colágeno 
(VI)
1.55
6 Fibulina 1 -1.71
7 N.ID. 2.18 *
8
Subcomponente C1s del 
complemento
-1.57 2.37 *
9 N.ID. 2.15 * -1.61
10 N.ID. 2.22
11 N.ID. 2.67
12 Albúmina -2.25
13 N.ID. 2.52
14 Lumican -1.97 2.92
15 Serotransferrina -1.64
16 Vimentina -1.71
17 Vitronectina -2.15
18 N.ID. -1.75
19 Albúmina -2.13
20 N.ID. 1.55 -1.69 -2.13
21 Lumican -1.52
22 N.ID. -1.66 **
23 N.ID. -2.02 ** -1.56
24 Albúmina 1.72
25 N.ID. -1.77 * -1.57
26 N.ID. -2.04 * -1.82
27 N.ID. -2.14 *
28 N.ID. -1.97 *
29 N.ID. -1.53
30 Serotransferrina -1.56
31 Lumican -1.75
32 Serotransferrina -1.71
33 Serotransferrina -1.73 *
34 Serotransferrina -1.89 *
35 N.ID. -1.67
36 Serotransferrina -1.83
37 Serotransferrina -2.01 *
38 α-1B-glicoproteína -1.54 -1.99 *
Tabla R.11. 
 110 
 
RELACIÓN PACIENTES SIN 
EAC/PACIENTES CON EAC
PACIENTES CON EAC
RELACIÓN:
PACIENTES SIN EAC
RELACIÓN:
T IA EAD T/EAD T/IA IA/EAD T/EAD T/IA IA/EAD
39 N.ID. -1.78
40 Hemopexina -1.78
41 Hemopexina -2.59
42 N.ID. -2
43 Albúmina -1.52
44 Albúmina -1.98
45 Albúmina -2.13
46 Albúmina -2.15
47 Albúmina -2.06
48 Complemento C9 -1.95 ** -2.09 **
49 Lumican -2.06 * -2.09 *
50 Albúmina -1.88 * -2.24 *
51 Albúmina -1.74 * -2.18 *
52 Plastin 2 -2.03
53 Albúmina -2.16
54
Proteína de choque
térmico de 71 kDa
-1.92
55 N.ID. -1.64 * -2.76 ** 1.69 *
56 N.ID. -1.59 -1.93 *
57 Albúmina -2.86 *
58 Albúmina -1.96
59 Albúmina -2.87
60 N.ID. -1.9 ** -2.1 **
61 Albúmina -1.81
62 Albúmina -1.8 * -2.04 *
63 Albúmina -1.67 -2.28 *
64 Complemento C9 -1.89 ** -2.17 **
65 Albúmina -1.98
66 Albúmina -2.58 *
67 Albúmina -2.07
68 Albúmina -2.14
69 Albúmina -2.2
70 Albúmina -2.13
71 Albúmina -1.59 -2.24 *
72 Albúmina -1.88 -1.97
73 Albúmina -1.95 -2.24
74 Lumican 1.65 * 1.55
75 Albúmina -1.92
76 Albúmina -1.68 -1.66
77 Kininógeno 1 -1.88 ** -1.6
78 Albúmina -1.99 *
 
Tabla R.11. Continuación 
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RELACIÓN PACIENTES 
SIN EAC/PACIENTES CON 
EAC
PACIENTES CON EAC
RELACIÓN:
PACIENTES SIN EAC
RELACIÓN:
T IA EAD T/EAD T/IA IA/EAD T/EAD T/IA IA/EAD
79 N.ID. -1.56 -2.98
80 Lumican 1.93
81 Hemopexina -1.81 -2.85
82
Cadena α del componente 
C8 de complemento
-1.62 * -1.82 *
83 Albúmina -2.01 -2.33
84 N.ID. -1.85 *
85 N.ID. -2.55 * -2.15
86 Albúmina -2.21
87 Antitrombina III -1.84
88 N.ID. -1.61
89 N.ID. -2.29 2.74
90 Antitrombina III 1.93 3.43 *
91 N.ID. 1.74
92 Vimentina 1.86
93 Albúmina -1.82 -1.94
94
Aldehído deshidrogenasa, 
mitocondrial
-1.63 **
95 Cadena βdel fibrinógeno 1.53 -1.63 *
96
Cadena A / C de la 
tubulina α
1.64
97 N.ID. 1.57 -1.66
98 β-2-glicoproteina 1 -1.58 1.88
99 Cadena β de la tubulina 2 *
100 Cadena βdel fibrinógeno -1.71
101 Lumican 1.73
102 N.ID. -1.66
103 α-1-antitripsina 3.17
104 Xaa-Pro dipeptidasa -1.57 1.57 2.01 *
105 α-1-antitripsina 2.14 *
106 Kininógeno 1 -1.64 -1.74
107 N.ID. -1.56
108
Región constante de la 
cadena ɣ-2 de la Ig
-2.03 *
109 Lumican -1.91
110 Albúmina -1.97 -3.11 *
111 Vimentina 3.06 * 3.5 *
112 Vimentina 1.59
113 Albúmina -1.87 -2.08
114 ɣ-enolasa 1.56 *
115
Factor derivado del 
pigmento epitelial
-1.66 1.71
116 N.ID. 2.83
117 N.ID. 2.77
118 Inhibidor de ribonucleasa 3.66 * 3.66
 
Tabla R.11. Continuación 
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RELACIÓN PACIENTES 
SIN EAC/PACIENTES CON 
EAC
PACIENTES CON EAC
RELACIÓN: 
PACIENTES SIN EAC
RELACIÓN:
T IA EAD T/EAD T/IA IA/EAD T/EAD T/IA IA/EAD
119 N.ID. 1.64
120 Vimentina 3.51
121 Gelsolina 1.53 2.84
122 Vimentina 2.4
123 Vimentina 2.8
124 Vimentina -1.94 3.02 * 4.28 *
125 Albúmina -1.83
126 Haptoglobina 2.27 **
127 Vimentina 1.97
128 Vimentina -1.62
129 Vimentina 1.94 2.09
130 Vimentina 1.96
131 Vimentina 1.98
132 Prelamina-A/C 1.75
133 Vimentina 1.55
134 Apolipoproteína A-IV -2.2
135 Actina citoplásmica 1 1.55
136 Vitronectina -1.75
137 Zinc-α-2-glicoproteína -2.65 * -2.45
138 Haptoglobina -1.84
139 Haptoglobina -2.47
140 Haptoglobina -1.95
141 Albúmina -1.96 -2.5
142 Haptoglobina -2.76
143 Cadena β del fibrinógeno -4.61
144 Haptoglobina -2.04
145 Haptoglobina -1.85
146 Clusterina -1.92
147 Clusterina -1.57
148 Clusterina -2.15
149 Haptoglobina -1.58
150
Cadena α-1 de la  
tropomiosina
-1.54
151 Mimecan 2.31
152 Apolipoproteína E 2.09
153 Clusterina -1.73 **
154 Mimecan 3.35 *
155
Subunidad β de la  
proteína G
1.65 1.92
156 N.ID. -1.93 * 1.96
157 Apolipoproteína E 2.14
158 Apolipoproteína E -1.68 * 2.05 2.21
 
Tabla R.11. Continuación 
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RELACIÓN PACIENTES 
SIN EAC/PACIENTES 
CON EAC
PACIENTES CON EAC
RELACIÓN:
PACIENTES SIN EAC
RELACIÓN: 
T IA EAD T/EAD T/IA IA/EAD T/EAD T/IA IA/EAD
159 Transtiretina -1.5 *
160 Proteína AMBP -2.73 *
161 Anexina 4 1.68 *
162 Anexina 4 2.03 * 2.04 *
163 N.ID. -2.41 ** -1.65
164
Region constante de la 
cadena κ de la Ig
2.12
165
Componente P del 
amiloide sérico
1.98
166
Componente P del 
amiloide sérico
1.81 2.12
167
Proteína de choque 
térmico HSP27
2.29
168 N.ID. -1.52
169 Apolipoproteína E 1.86
170 N.ID. 1.5
171
Cadena pesada de la 
ferritina
-2.03 -2.85 *
172 Peroxirredoxina-2 2.12
173 N.ID. 2.12
174 N.ID. 1.66 ** 1.54 *
175 N.ID. 2.07
176 N.ID. -2.99 * -3.7 *
177 Haptoglobina -2.6 -3.38
178 N.ID. 2.15 -3.39
179 Vimentina 2.33 2.84
180 Canal de cloruro CLIC4 -1.66 -1.71
181 Vimentina 1.54
182 α-1-antitripsina -2.46 *
183 Albúmina -1.93
184 Vitronectina -5.11
185 Vitronectina 1.84
186 Albúmina -2.14
187 N.ID. -12.39 *
188 Serotransferrina -1.96
189 Albúmina -2.06
190 Albúmina -2
 
Tabla R.11. Continuación. Proteínas diferencialmente expresadas identificadas tras el análisis 
proteómico diferencial de EAD en presencia/ausencia de EAC. Se muestran los resultados de todas las 
comparaciones analizadas, mostrando el cociente de variación en aquellos casos donde la diferencia es 
estadísticamente significativa (p-valor≤0.05).*: p-valor≤0.01; **: p-valor≤0.001  
A continuación, se realizó el análisis multivariante (ACP) con las manchas proteicas 
diferencialmente expresadas en cada caso. Se observó una buena separación de los 
grupos en función del origen de las muestras (Fig. R.18) así como en base a la presencia 
de EAC (Fig. R.19) 
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Fig. R.18. Resultados del análisis multivariante. Se muestra la separación de los diferentes tipos de 
válvulas independientemente de la presencia (A) o ausencia (B) de EAC.  
 
Fig. R.19. Resultados del análisis multivariante. Se muestra la separación de los individuos con y sin 
EAC (rojo y verde, respectivamente) en los diferentes grupos de muestras (T, IA y EAD). 
En total, se identificaron 142 manchas proteicas que correspondieron a 47 proteínas 
únicas. Se realizó una clasificación de las proteínas encontradas en base a su función 
utilizando la base de datos Uniprot (Tabla R.12).  
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Nº 
ACCESO 
(UniProt)
NOMBRE DE LA 
PROTEÍNA
FUNCIÓN
Nº 
ACCESO 
(UniProt)
NOMBRE DE LA 
PROTEÍNA
FUNCIÓN
P60709 Actina citoplásmica 1 Citoesqueleto P09104 ɣ-enolasa
Metabolismo de 
carbohidratos
P02768 Albúmina
Antioxidante / 
Transporte
P06396 Gelsolina Citoesqueleto
P05091
Aldehído 
deshidrogenasa 
mitocondrial
Oxidorreductasa P00738 Haptoglobina Fase aguda
P01009 α-1-antitripsina Inhibidor de proteasas P02790 Hemopexina Transporte
P04217 α-1B-glicoproteína Respuesta inmune P13489
Inhibidor de la 
ribonucleasa
Inhibidor ribonucleasa 
/ Angiogenesis
P09525 Anexina 4 Apoptosis P01042 Kininógeno 1
Coagulación / 
Inflamación
P01008 Antitrombina 3 Coagulación P51884 Lumican Matriz extracelular
P06727 Apolipoproteína A-IV Transporte de lípidos P20774 Mimecan
Metabolismo de 
carbohidratos
P02649 Apolipoproteína E
Antioxidante / 
Transporte de lípidos
P32119 Peroxirredoxina-2 Antioxidante 
P02749 β-2-glicoproteina 1 Coagulación P13796 Plastin 2
Unión actina / 
Respuesta inmune
Q71U36 / 
Q9BQE3
Cadena A / C de la  
tubulina α-1
Citoesqueleto P02545 Prelamina-A/C Estructural / Apoptosis
P12109
Cadena α-1 del 
colágeno VI
Adhesión celular / 
Matriz extracelular
P02760 Proteína AMBP Inhibidor de proteasas
P07357
Cadena α del 
componente C8 del 
complemento
Activación 
complemento
P11142
Proteína de choque 
térmico de 71 kDa
ATPasa / Chaperona
P09493
Cadena α 1 de la  
tropomiosina
Citoesqueleto / 
Muscular
P04792
Proteína de choque 
térmico HSP27
Chaperona / Apoptosis
P02675
Cadena β del 
fibrinógeno
Coagulación P01859
Región C de la cadena 
ɣ-2 de la Ig
Activación 
complemento
P07437 Cadena β de la  tubulina Citoesqueleto P01834
Region C de la cadena κ 
de la Ig
Activación 
complemento
P02794
Cadena pesada de la  
ferritina
Transporte P02787 Serotransferrina Coagulación 
Q9Y696 Canal de cloruro CLIC4
Angiogénesis / 
Transporte
P09871
Subcomponente C1s del 
complemento
Activación 
complemento
P10909 Clusterina Chaperona / Apoptosis P62873
Subunidad β de la 
proteína G
Señalización
P02748 Complemento C9
Activación 
complemento
P02766 Transtiretina
Matriz extracelular / 
Transporte
P02743
Componente P del 
amiloide sérico
Fase aguda P08670 Vimentina Apoptosis
P36955
Factor derivado del 
pigmento epitelial
Inhibidor de 
endopeptidasas / 
Proliferación
P12955 Xaa-Pro dipeptidasa Aminopeptidasa
P23142 Fibulina 1 Matriz extracelular P25311 Zinc-α-2-glicoproteína Adhesión celular  
  
Tabla R.12. Proteínas diferencialmente expresadas en el 2D-DIGE de tejido. Se muestra el número 
de acceso y las funciones principales.  
Al comparar las VAs de trasplante con y sin EAC encontramos 9 manchas proteicas 
diferencialmente expresadas, 5 disminuidas y 4 aumentadas en los trasplantes con EAC. 
En el caso de las IA, las manchas proteicas diferencialmente expresadas fueron 13: 11 
estaban aumentadas en el grupo con EAC y 2 estaban disminuidas. Por último, tras la 
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comparación entre las muestras de EA, obtuvimos 31 manchas proteicas 
diferencialmente expresadas, 14 disminuidas y 16 aumentadas en el grupo con EAC. 
Todas las identificaciones obtenidas en cada caso se encuentran detalladas en la tabla 
R.13. 
GRUPOS AUMENTADAS DISMINUIDAS
T  con y sin 
EAC
7 proteínas
Albúmina; Cadena α-1 de la 
tropomiosina; Clusterina
Gelsolina; Haptoglobina; Vimentina; 
Vitronectina
IA con y sin
EAC
8 proteínas
Lumican
Lumican (2); Albúmina; Aldehído 
deshidrogenasa mitocondrial; β-2-
glicoproteína 1; Subcomponente C1s del 
complemento; Fibulina 1; Vimentina;
Xaa-pro dipeptidasa
EAD con y sin 
EAC
15 proteínas
Apolipoproteína E ; Clusterina (3);
Haptoglobina (7); Región constante de la 
cadena ɣ -2 de la IgG; Transtiretina; 
Vitronectina (2)
Apolipoproteína E; Actina citoplasmática 
1; α-1-antitripsina; γ-enolasa; Gelsolina;
Lumican; Prelamina-A/C; Cadena beta de 
la  tubulina; Vimentina; α-tubulina
 
Tabla R.13. Identificaciones de las manchas proteicas diferencialmente expresadas en función de la 
presencia de EAC en los individuos de estudio. Cuando existe más de una isoforma, se indica el 
número entre paréntesis. 
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Figura.R20. Clasificación de las proteínas diferencialmente expresadas al comparar las muestras 
con y sin EAC dentro de cada tipo de válvula (T, IA y EAD). 
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En la comparación entre las válvulas estenóticas con y si EAC hemos encontrado 
disminuido en el grupo con EAC la α-tubulina, aunque debido a la homología de sus 
cadenas, no sabemos si se trata de la cadena A o la C. 
Tras la clasificación de las proteínas alteradas en cada caso, se observó que las mayores 
diferencias aparecieron, en todos los casos, en proteínas estructurales e implicadas en 
apoptosis (Figura R.20).  
Tras el ANOVA de los tres tipos de muestras sin EAC encontramos 99 manchas 
proteicas diferencialmente expresadas entre T y EAD (77 aumentadas y 22 disminuidas 
en EA), 72 entre T e IA (43 aumentadas y 29 disminuidas en IA) y solo 6 entre EAD e 
IA (3 aumentadas y 3 disminuidas en EAD) (Tabla R.14).  
GRUPOS AUMENTADAS DISMINUIDAS
T  vs EAD
27 proteínas
Vimentina; Albúmina (33); α-1-
antitripsina; α-1b-glicoproteína;
Apolipoproteína A-IV; Cadena pesada de 
la ferritina; Canal de cloruro CLIC4;
Complemento C9 (2), Cadena α del 
componente C8 del complemento;
Haptoglobina ; Proteína de choque térmico 
de 71 kDa; Hemopexina; Kininógeno 1 
(2); Lumican; Plastin 2; Proteína AMBP;
Serotransferrina (8); Vitronectina; Zinc-
α-2-glicoproteína
Vimentina (7); Anexina IV (2);
Antitrombina 3; Apolipoproteína E; 
Cadena α-1 del colágeno VI; Componente 
P del amiloide sérico (2); Inhibidor de la 
ribonucleasa ; Subunidad β de la proteína 
G; Xaa-pro dipeptidasa
T vs IA
25 proteínas
Albúmina (13); Cadena β del fibrinógeno; 
Lumican (3); α-1B-glicoproteína; Cadena 
pesada de la ferritina; Canal de cloruro 
CLIC4; Complemento C9 (2); Cadena 
alfa del componente C8 del 
complemento; Haptoglobina; 
Hemopexina (2); Kininógeno 1 (2);
Factor derivado del pigmento epitelial;
Zinc-alfa-2-glicoproteína
Albúmina; Cadena βdel fibrinógeno; 
Lumican (2); Anexina IV,; Antitrombina 
3; Apolipoproteína E (3); β-2-
glicoproteína; Subcomponente del 
complemento C1s; Componente P del 
amiloide sérico; Mimecan; Región 
constante de la cadena κ de la Ig;
Inhibidor de la ribonucleasa ; Subunidad 
beta de la proteína G; Vimentina (5); 
Xaa-pro dipeptidasa
IA vs EAD
3 proteínas
Factor derivado del pigmento epitelial ; 
Proteína de choque térmico HSP27
Cadena β del fibrinógeno
 
Tabla R.14. Identificaciones de las manchas proteicas diferencialmente expresadas al comparar las 
muestras sin EAC de cada tipo de válvula entre sí. Cuando existe más de una isoforma, se indica el 
número entre paréntesis. 
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Fig.R.21. Clasificación de las proteínas diferencialmente expresadas al comparar las muestras sin 
EAC de cada tipo de válvula entre sí. 
Tras llevar a cabo la clasificación de las proteínas alteradas en cada caso, se observó 
que, en todos los grupos funcionales, las mayores diferencias aparecieron al comparar 
los controles procedentes de trasplantes con los grupos patológicos, independientemente 
de si presentaban calcificación, a excepción del grupo formado por las proteínas 
estructurales, que apenas presenta diferencias entre pacientes de T e IA (Figura R.21).  
Por último, realizamos un ANOVA de los tres tipos de muestras con EAC. Encontramos 
6 manchas proteicas diferencialmente expresadas entre C y EA (3 aumentadas y 3 
disminuidas en EA), 16 entre C e IA (11 aumentadas y 5 disminuidas en IA) y 3 entre 
EA e IA (1 aumentada y 2 disminuidas en EA) (Tabla R.15). 
Tras realizar la clasificación funcional de las proteínas alteradas en cada caso, no se 
observó ninguna proteína implicada en inflamación, respuesta inmune o adhesión 
celular. (Fig R.22).  
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GRUPOS AUMENTADAS DISMINUIDAS
T  vs EAD
5 proteínas
Cadena β del fibrinógeno; Hemopexina α-1-antitripsina; Lumican; Vimentina
T vs IA
5 proteínas
Vimentina; Albúmina (7); Antitrombina 
III
Lumican; Mimecan; Vimentina (2) 
IA vs EAD
2 proteínas
Albúmina; Peroxirredoxina-2
 
Tabla R.15. Identificaciones de las manchas proteicas diferencialmente expresadas al comparar las 
muestras con EAC de cada tipo de válvula entre sí. Cuando existe más de una isoforma, se indica el 
número entre paréntesis. 
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Fig.R.22. Clasificación de las proteínas diferencialmente expresadas al comparar las muestras con 
EAC de cada tipo de válvula entre sí. 
2.5. ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS. 
INTEGRACIÓN DE RESULTADOS 
Para finalizar, hemos realizado diferentes análisis bioinformáticos con el objetivo de 
obtener una visión a nivel global de las diferencias entre los diferentes grupos de 
estudio. Para ello, las proteínas del estudio de tejido de VA realizado teniendo en cuenta 
la EAC subyacente se han agrupado para aquellas comparaciones homólogas (T vs IA, 
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T vs EAD, IA vs EAD) realizadas tanto en VA sin EAC como con EAC, generando 3 
listas. Las 2 primeras estarían completas, puesto que no se han realizado más estudios 
con trasplantes en la Tesis Doctoral. Al listado IA vs EAD se le añadieron, a su vez, las 
proteínas obtenidas en los análisis realizados en plasma y tejido humano sin tener en 
cuenta la EAC, puesto que fueron realizados con los mismos grupos de estudio. 
Las alteraciones debidas a la presencia de EAC observadas entre los diferentes tipos de 
muestras (T, IA y EAD) han sido consideradas parte de un mismo grupo de proteínas 
inducidas por la EAC subyacente. En resumen se analizaron los siguientes listados: 
‐ Listado 1: T vs IA (con y sin EAC) 
‐ Listado 2: T vs EAD (con y sin EAC) 
‐ Listado 3: IA vs EAD (plasma y tejido sin considerar EAC, tejido con y 
sin EAC) 
‐ Listado 4: Proteínas inducidas por la EAC subyacente 
En todos los casos . se analizaron las principales funciones biológicas en las que estaban 
implicadas las proteínas diferenciales y se realizó un agrupamiento en base a los 
términos significativos hallados. También se llevó a cabo un análisis de interacciones 
proteicas utilizando STRING v9.1. A continuación, se irán detallando los resultados 
obtenidos para cada uno de los listados. 
Las funciones más representadas del análisis bioinformático llevado a cabo con el 
listado de proteínas diferenciales de la comparación de válvulas procedentes de 
trasplantes y de pacientes con IA (listado 1), junto con su significación estadística, se 
encuentran resumidos en la tabla R.16. Además, se llevó a cabo un análisis de 
interacciones proteicas utilizando STRING v9.1. En la figura R.23 se muestran las redes 
de interacción encontradas por el programa STRING para este listado de proteínas.  
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ANOTACIÓN FUNCIONAL
Nº DE 
TÉRMINOS
P-VALOR PUNTUACIÓN
Coagulación / apoptosis 24 9.47E-06 3.05
Homeostasis de cationes 16 2.66E-05 2.97
Lipoproteínas de alta densidad 3 8.28E-04 2.89
Respuesta inmune / inflamación 30 2.16E-08 2.75
Regulación de la respuesta inflamatoria 6 1.14E-04 2.72
Inhibidor enzimático 4 1.14E-04 2.57
Migración y motilidad celular 6 3.82E-03 1.91
Región extracelular 1 1.25E-11 -
Mantenimiento de la localización 1 2.72E-03 -
Regulación de la angiogénesis 1 4.64E-03 -
 
Tabla R.16. Funciones más representadas en las comparaciones de válvulas procedentes de 
trasplantes y de pacientes con IA. Se incluye el número de términos de ontología recogidos dentro de 
cada anotación funcional, el p-valor del término más significativo y, cuando es posible, la puntuación 
asociada al enriquecimiento.  
 
Figura R.23. Análisis de interacciones con las proteínas diferenciales de las comparaciones de 
válvulas procedentes de trasplantes y de pacientes con IA, con independencia de la presencia de 
EAC subyacente. 
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Los resultados del análisis realizado con todas las proteínas encontradas al comparar la 
VA de pacientes de trasplante y pacientes con EAD (listado 2) se muestran en la Tabla 
R.17 y la figura R.24).   
ANOTACIÓN FUNCIONAL
Nº DE 
TÉRMINOS
P-VALOR PUNTUACIÓN
Región extracelular 3 1.96E-11 10.01
Homeostasis de cationes 14 3.63E-06 4.04
Cascada de coagulación / inhibidor de peptidasas 11 1.72E-07 3.85
Inflamación 5 3.43E-05 3.75
Lipoproteínas de alta densidad 3 1.07E-03 2.77
Unión a glucosaminoglicanos 6 8.69E-04 2.45
Regulación de la coagulación 3 1.12E-03 2.3
Matriz celular 3 3.22E-03 2.18
Gránulos secretores / plaquetas 9 2.87E-03 2.17
Respuesta inmune 1 1.65E-03 -
 
Tabla R.17. Funciones más representadas en las comparaciones de válvulas procedentes de 
trasplantes y de pacientes con EAD. Se incluye el número de términos de ontología recogidos dentro de 
cada anotación funcional, el p-valor del término más significativo y, cuando es posible, la puntuación 
asociada al enriquecimiento.  
 
Figura R.24. Análisis de interacciones con las proteínas diferenciales de las comparaciones de 
válvulas procedentes de trasplantes y de pacientes con EAD. 
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En el caso del análisis funcional de las proteínas diferenciales entre pacientes con IA y 
EAD, se tuvieron en cuenta tanto los resultados de plasma como los de los 2 
experimentos 2D-DIGE de tejido (listado 3). Los resultados se encuentran en la tabla 
R.18 y la figura R.24.  
ANOTACIÓN FUNCIONAL
Nº DE 
TÉRMINOS
P-VALOR PUNTUACIÓN
Región extracelular 3 1.21E-15 13.25
Inflamación / respuesta inmune 26 1.88E-10 4.69
Coagulación / hemostasis 9 4.80E-08 3.96
Inhibidor enzimático 4 4.50E-05 3.68
Lipoproteínas de alta  densidad 6 9.93E-06 3.56
Gránulos secretores / plaquetas 10 4.52E-05 2.85
Unión a glucosaminoglicanos 5 1.22E-03 2.45
Regulación de la apoptosis 7 2.75E-03 1.85
Serín peptidasas 3 2.31E-02 1.56
Matriz celular 1 1.68E-02 -
 
Tabla R.18. Funciones más representadas en las comparaciones de válvulas procedentes de 
pacientes con IA y de pacientes con EAD. Se incluye el número de términos de ontología recogidos 
dentro de cada anotación funcional, el p-valor del término más significativo y, cuando es posible, la 
puntuación asociada al enriquecimiento. 
  
Figura R.25. Análisis de interacciones con las proteínas diferenciales de las comparaciones de 
válvulas procedentes de pacientes con IA y de pacientes con EAD. 
 124 
 
Por último, hemos analizado todas las proteínas diferenciales halladas al comparar todo 
los tipos de válvula en función de la presencia/ausencia de EAC, incluyendo las que 
aparecieron al comparar válvulas de trasplante, de pacientes con IA y de pacientes con 
EAD (listado 4, Tabla R.19 y figura R.25) 
ANOTACIÓN FUNCIONAL
Nº DE 
TÉRMINOS
P-VALOR PUNTUACIÓN
Región extracelular 3 5.68E-07 5.7
Lipoproteínas y regulación de apoptosis 11 8.59E-06 2.52
Citoesqueleto / ensamblaje proteico 15 3.57E-06 2.36
Citoesqueleto / motilidad celular 4 2.20E-04 2.27
Maduración de proteínas 4 8.61E-04 2.25
Gránulos secretores / plaquetas 6 2.03E-03 2.21
Migración y motilidad celular 6 3.16E-03 1.99
Respuesta inmune 6 4.72E-03 1.96
Respuesta a sustancias orgánicas 3 3.37E-03 1.94
Unión a glucosaminoglicanos 4 1.19E-02 1.7
Tabla R.19. Funciones más representadas en el listado de proteínas inducidas sobre la VA por la 
EAC. Se incluye el número de términos de ontología recogidos dentro de cada anotación funcional, el p-
valor del término más significativo y, cuando es posible, la puntuación asociada al enriquecimiento. 
 
Figura R.26. Análisis de interacciones con las proteínas diferenciales de las comparaciones de 
válvulas procedentes de pacientes con y sin EAC. 
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Haciendo una recopilación de todos los estudios realizados en esta Tesis Doctoral, 
hemos encontrado numerosas proteínas implicadas en coagulación, inflamación y 
metabolismo lipídico. Queremos destacar la aparición de un grupo de proteínas que solo 
aparecen al comparar muestras procedentes de pacientes de IA y de EAD, la α-enolasa, 
la peroxirredoxina-2 y la proteína de unión a selenio, ya que pensamos que podrían ser 
potenciales candidatos a biomarcador. Además, la tropomiosina 1 y las miosinas, 
encontradas alteradas en el modelo animal, tienen el valor añadido de ser proteínas que 
se encuentran generalmente en el tejido cardíaco.  
Sin embargo, todas las proteínas encontradas en estos estudios, así como las enzimas 
implicadas en las rutas metabolicas que hemos encontrado alteradas, serán estudiadas en 
un futuro en una cohorte más amplia de individuos para comprobar si pueden ser 
marcadores de enfermedad y si presentan utilidad clínica.  
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DISCUSIÓN 
 
A pesar de que la prevalencia de las valvulopatías es menor que la de otras cardiopatías 
como la insuficiencia cardíaca, la cardiopatía isquémica o la hipertensión, constituyen 
un importante consumo de recursos sanitarios ya que la inexistencia de un tratamiento 
eficaz conlleva la necesidad de cirugía en la mayoría de los casos (170, 171). En el 
pasado, la fiebre reumática era la principal causa de valvulopatías. Sin embargo, debido 
a los cambios demográficos y sociales acaecidos en los países desarrollados, se han 
producido modificaciones en la etiología de estas enfermedades: la incidencia de la 
valvulopatía reumática ha disminuido gracias a una mejora de los antibióticos y los 
sistemas de salud, mientras que la incidencia de las valvulopatías degenerativas ha 
aumentado debido al incremento de la esperanza de vida (172). De hecho, en la 
actualidad, la valvulopatía más frecuente en el mundo occidental es la estenosis aórtica 
degenerativa (EAD) (13), objeto de estudio de esta Tesis Doctoral.  
En trabajos previos en nuestro laboratorio, se han realizado estudios comparativos entre 
individuos con EAD frente a controles sanos, utilizando muestras de plasma (148) y de 
tejido (147). También se ha llevado a cabo un estudio del secretoma mediante el cultivo 
de explantes valvulares en presencia de medio con aminoácidos marcados (150). En 
estos estudios se encontraron alteraciones en procesos patológicos clave para el 
desarrollo de la EAD como la inflamación, la coagulación y la proteólisis asociada al 
remodelado de la matriz.  
Sin embargo, en estos estudios no fue posible aislar las causas y/o efectos del proceso 
fisiopatológico de la EAD de los de los daños cardíacos y circulatorios que puedan 
ocasionarse debido a la alteración funcional de la válvula. Por ello, para el desarrollo de 
esta Tesis Doctoral hemos optado por utilizar como controles pacientes con IA debida a 
dilatación del arco aórtico, ya que no presentan alteraciones de la válvula aórtica pero sí 
desarrollan una hipertrofia ventricular, como sucede en el caso de la EAD (173, 174), 
llegando a desarrollar una insuficiencia cardíaca. Por otro lado, se realizó un modelo 
animal de EAD con el objetivo de controlar las diferencias entre los grupos 
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experimentales debidas a factores externos (ambiente, dieta, medicación, etc.), 
habituales en los estudios previos del grupo con muestras humanas. De esta forma, 
esperamos que los resultados obtenidos en este trabajo proporcionen una valiosa 
información acerca de los mecanismos que desencadenan el desarrollo de esta 
enfermedad, así como los procesos fisiopatológicos implicados.  
1.  ESTUDIO DE PROTEÓMICA DIFERENCIAL UTILIZANDO UN 
MODELO ANIMAL DE ESTENOSIS AÓRTICA DEGENERATIVA 
Como hemos comentado anteriormente, hemos realizado un modelo animal de EAD 
para poder controlar las diferencias entre los grupos experimentales debidas a factores 
externos. Por otro lado, se pretendía implementar el modelo animal en el laboratorio 
para futuros estudios funcionales in vivo que se puedan derivar de los estudios –ómicos 
realizados en esta Tesis Doctoral. Decidimos utilizar un modelo conjunto de 
aterosclerosis y EAD basado en una alimentación rica en colesterol y suplementada con 
vitamina D2 (61). El aumento del gradiente transvalvular, valorado mediante 
ecocardiografía, confirmó el desarrollo de EAD en los conejos. Además, los análisis 
bioquímicos mostraron un incremento significativo en los niveles de calcio, fósforo, 
colesterol (total, LDL y no-HDL) y triglicéridos, características observadas en los 
pacientes con EAD (175, 176).  
Tras el análisis proteómico, 8 proteínas diferenciales fueron identificadas. La albúmina 
sérica, la cadena α-1 de la tropomiosina, la cadena B de la L-lactato deshidrogenasa, la 
cadena ligera de la miosina 3 y la cadena ligera reguladora de la miosina 2 (isoforma de 
músculo cardiaco/ventricular) estaban aumentadas en controles mientras que la 
calreticulina, la tranglutaminasa 2 y la ATPasa del retículo endoplasmático transicional 
(también llamada VCP, valosin-containing protein) estaban aumentadas en el grupo 
patológico.  
Las miosinas (formadas por cadenas como la cadena ligera de la miosina 3 y la 
cadena ligera reguladora de la miosina 2) y la cadena α-1 de la tropomiosina 
forman parte, junto con la actina, del músculo cardíaco, por lo que en el ámbito de la 
cardiología han sido estudiadas principalmente a nivel de miocardio y es la primera vez 
en la que se demuestra su expresión en la VA humana y su implicación en la EAD. 
Están implicadas en la contracción del ventrículo, y se han relacionado en estudios 
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previos con la hipertrofia ventricular (177, 178). Estas proteínas también forman parte 
del citoesqueleto contráctil de otras células, como fibroblastos y endoteliales, y son 
imprescindibles en el mantenimiento de la función de la barrera endotelial (179). Por un 
lado, se ha visto que la sobre-expresión de TPM-1 estabiliza la estructura de los 
filamentos de actina, ayudando a preservar la función de la barrera endotelial bajo 
condiciones de estrés oxidativo (180). Además, su disminución se ha relacionado con 
una menor contracción de los filamentos de actina en arterias con arteriosclerosis (181). 
Por otro lado, la disminución de los niveles de proteínas de citoesqueleto en arterias 
coronarias ateroscleróticas se ha relacionado con una pérdida del fenotipo contráctil de 
las VSMC (182). La disminución encontrada en proteínas de citoesqueleto puede estar 
relacionada con la pérdida de flexibilidad de la válvula aórtica así como, de forma 
paralela a lo descrito en aterosclerosis, ser un indicativo de la diferenciación de las 
células intersticiales de la válvula a osteoblastos, que no tienen capacidad contráctil 
(183, 184). Además, la ausencia de miosina también provoca alteraciones en la adhesión 
celular y la organización tisular debido a defectos en la localización y formación de los 
complejos proteicos necesarios para las uniones célula-célula (185), lo que puede 
provocar un aumento de la permeabilidad del endotelio. La disminución observada en 
estas miosinas y en la tropomiosina-1 en los conejos del grupo patológico parece ser un 
reflejo de la diferenciación celular previa a la calcificación. Además, también podría ser 
indicativo de una alteración en la regulación del citoesqueleto de las células 
endoteliales, lo que podría implicar una disfunción endotelial.  
Por otro lado, se ha relacionado la diferenciación de VSMCs a células osteogénicas 
(186), así como la infiltración de monocitos en aterosclerosis (187), con la proteína 
transglutaminasa 2, aumentada en el grupo patológico. Esta proteína desempeña un 
papel importante en la apoptosis, diferenciación celular y la estabilización de la matriz 
extracelular (188). El aumento de tranglutaminasa 2 en la EAD puede estar implicado 
en los mismos procesos que en la aterosclerosis, ya que son muy similares en ambas 
patologías.  
En el caso de la válvula estenótica, se produce una disminución de aporte de oxígeno a 
las células debido a un aumento en el grosor del tejido. En estas condiciones, se produce 
una situación de hipoxia que favorece la síntesis de lactato desde el piruvato mediante la 
cadena A de la L-lactato deshidrogenasa, una de las isoformas más importante de la 
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enzima lactato deshidrogensa (189). En el corazón, sin embargo, existe una isoforma 
denominada cadena B de la L-lactato deshidrogenasa, que lleva a cabo esa misma 
reacción en condiciones aerobias (189) y que se regula a la baja en condiciones de 
escasez de oxígeno (190, 191), como muestran nuestros resultados.  
Recientemente, se ha relacionado la calcificación valvular con aumento del estrés del 
retículo endoplasmático (ERS, endoplasmic reticulum stress) (192). Los autores de este 
estudio demostraron que el oxLDL promueve la diferenciación osteoblástica y la 
inflamación a través de la activación de la vía de ERS. En nuestro trabajo, hemos 
encontrado niveles aumentados de calreticulina y ATPasa VCP en los animales del 
grupo patológico, ambas relacionadas con la acumulación en el retículo de proteínas 
plegadas incorrectamente, lo que provoca alteraciones en las funciones del orgánulo y, 
por tanto, ERS. La calreticulina es una chaperona implicada en el plegamiento de 
glicoproteínas y en el mantenimiento de unos niveles de calcio adecuados para el 
organismo, inducida en condiciones de estrés del RE (193, 194). Esta chaperona actúa 
como control de calidad, seleccionando las proteínas mal plegadas para su degradación 
(195). Las proteínas seleccionadas son transportadas al citosol a través de la ATPasa 
VCP y degradadas por el sistema ubiquitina-proteosoma (196). El aumento de 
calreticulina y ATPasa VCP encontrado en los animales del grupo patológico apoya la 
implicación de la vía de ERS en el desarrollo de la EAD y parece apuntar de nuevo al 
fenómeno de diferenciación de VICs a osteoblastos, que ha sido relacionado 
directamente con la activación de esta vía (192). 
También hemos encontrado una disminución de albúmina, seguramente debida a la 
inflamación ya que se trata de una proteína de fase aguda negativa (197). Sin embargo, 
las proteínas de fase aguda no son específicas y se encuentran alteradas en numerosas 
patologías (197, 198). 
En resumen, podemos decir que el modelo animal de EAD nos ha permitido identificar 
8 proteínas diferencialmente expresadas entre el grupo patológico y el sano. Hay que 
destacar que 3 podrían estar implicadas en la diferenciación celular de las VICs a un 
fenotipo osteogénico y en el mantenimiento de la integridad celular. También se ha 
observado la importancia de una correcta síntesis proteica y la implicación del estrés del 
retículo endoplasmático en la enfermedad. Este hecho refuerza además el papel de la 
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diferenciación osteoblástica en el desarrollo de la EAD, debido a que se ha descrito una 
implicación directa de ésta con la vía de ERS. 
2. ESTUDIO DE PROTEÓMICA Y METABOLÓMICA DE LA ESTENOSIS 
AÓRTICA DEGENERATIVA CON MUESTRAS HUMANAS 
2.1. ESTUDIO DE PROTEÓMICA Y METABOLÓMICA DIFERENCIAL EN 
PLASMA 
Nuestro interés se centra en profundizar en los procesos fisiopatológicos que subyacen 
tras la EAD a través del análisis del plasma mediante dos aproximaciones 
complementarias: Proteómica y Metabolómica. Como es bien sabido, el plasma es una 
muestra de fácil obtención mediante técnicas poco invasivas y de bajo coste. Además, 
se caracteriza por que en él aparecen moléculas secretadas por los distintos órganos y 
tejidos, por lo que contiene información sobre el estado fisiológico de las diferentes 
partes del organismo. De hecho, se ha comprobado que la VA puede secretar proteínas 
indicativas de su estado fisiológico (150). Hemos completado el estudio con un análisis 
metabolómico mediante GC-MS, tratando de dar un paso más en la comprensión de esta 
enfermedad y con el valor añadido de la búsqueda de potenciales biomarcadores 
pronósticos, diagnósticos y/o terapéuticos que ayuden a reducir el impacto económico y 
social que causa actualmente esta patología. 
2.1.1. ESTUDIO PROTEÓMICO DE PLASMA HUMANO MEDIANTE 2D-DIGE 
En los estudios proteómicos en plasma la realización de un paso previo de 
fraccionamiento de la muestra permite aumentar drásticamente el número de proteínas 
analizadas. Esto es debido a que el 99% de la concentración proteica del plasma está 
compuesta por sólo 22 proteínas, siendo su rango dinámico de concentración de 10
9 
(199).  
En un estudio realizado anteriormente en nuestro grupo, se compararon muestras de 
plasma de pacientes con EAD frente a controles sanos utilizando diferentes protocolos 
para tratar la muestra. Para ello se analizaron plasmas completos, plasmas 
deplecionados y plasmas ecualizados mediante 2D-DIGE (148) observándose que el 
protocolo más apropiado para este tipo de análisis era el realizado con plasmas 
deplecionados. Es por eso que hemos procedido a la depleción de las 14 proteínas 
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mayoritarias del plasma (albúmina, IgG, antitripsina, IgA, transferrina, haptoglobina, 
fibrinógeno, α-2-macroglobulina, α-1-glicoproteína ácida, IgM, apolipoproteína AI, 
apolipoproteína AII, complemento C3 y transtiretina) antes del análisis proteómico, lo 
que nos ha permitido estudiar las proteínas menos abundantes de la muestra. 
Sin embargo, en este estudio previo realizado con controles sanos no fue posible aislar 
las causas y/o efectos del proceso fisiopatológico de la EAD, de los daños cardíacos y 
circulatorios que puedan ocasionarse debido a la alteración funcional de la válvula. Por 
ello, para el desarrollo de esta Tesis Doctoral hemos optado por utilizar pacientes con 
IA debida a dilatación del arco aórtico como controles, ya que no presentan alteraciones 
de la válvula aórtica pero sí desarrollan una hipertrofia ventricular, como sucede en el 
caso de la EAD (173, 174). Utilizando individuos con IA como control, esperamos 
restringir el estudio a las alteraciones debidas a la calcificación de la válvula, 
eliminando aquellas diferencias debidas a las alteraciones cardíacas que se ocasionan 
por el sobreesfuerzo realizado por el corazón y, por lo tanto, asociar a ésta las 
variaciones observadas. 
Tras la identificación de las manchas proteicas de interés, se encontraron 12 proteínas 
alteradas. Estaban aumentadas en EAD las cadenas β y γ del fibrinógeno, la proteína 1 
relacionada con el factor H del complemento (CFHR), la haptoglobina, la vitronectina, 
la apoliproteína CII y la cadena pesada H4 del inhibidor de la inter-α-tripsina (ITIH4). 
Por otro lado, estaban disminuidas en EAD el factor de coagulación XII,  la 
antitrombina III y el complemento 4 (A o B). En el caso de la mancha proteica 24, se 
obtuvo una mezcla de dos proteínas en la identificación: la cadena pesada H4 del 
inhibidor de la inter-α-tripsina y la clusterina. Esto imposibilita asignar a una de las dos 
candidatas como responsable del cambio significativo que se observa. 
De las 12 proteínas que aparecen alteradas, 3 no presentaban diferencias significativas 
en el estudio previo que se realizó en nuestro laboratorio comparando pacientes con 
EAD y sanos (148)(haptoglobina, apolipoproteína C-II y factor de coagulación XII) 
mientras que 9 sí presentaban alteraciones. De estas 9, sin embargo, solo 4 presentan 
alguna isoforma coincidente en MM y pI entre los dos estudios (cadenas β y γ del 
fibrinógeno, proteína 1 relacionada con el factor H del complemento y antitrombina III). 
Las cadenas del fibrinógeno y la antitrombina III se encuentran aumentadas y 
disminuidas, respectivamente, en los pacientes con EAD, al igual que en nuestro 
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estudio. La proteína 1 relacionada con el factor H del complemento, sin embargo, se 
encontró disminuida en los pacientes, al revés que en nuestro estudio. Esto sugiere que, 
aunque las válvulas no estén calcificadas, existen diferencias entre individuos sanos y 
pacientes con IA, lo que confirma nuestra hipótesis inicial.  
Como podemos ver, se han encontrado diferentes isoformas en el caso de los 
fibrinógenos, la proteína 1 relacionada con el factor H del complemento y el 
complemento 4. La aparición de cadenas de proteínas que presentan la misma MM pero 
diferente pI son características de isoformas debidas a modificaciones post-
traduccionales como la glicosilación (200, 201) y la fosforilación (202). Sin embargo, 
en este caso las variaciones de las diferentes isoformas se producen en el mismo 
sentido, apuntando a una alteración a nivel de proteína total, por lo que probablemente 
las alteraciones se estén produciendo a nivel de la síntesis y/o la liberación a la sangre 
de las proteínas, y no por mediación de modificaciones post-traduccionales. En 
cualquier caso, sería preciso hacer un estudio detallado de las modificaciones post-
traduccionales de estas isoformas para poder confirmarlo.   
Uno de los grupos predominantes tras la realización de la clasificación funcional fue el 
de coagulación. De hecho, estudios previos han relacionado un estado de 
hipercoagulación con diversas enfermedades cardiovasculares como angina de pecho 
(203), accidente cerebrovascular (204) o aterosclerosis (205). Concretamente en el caso 
de la EAD, se ha sugerido que las turbulencias que aparecen en el flujo sanguíneo con 
motivo de la incorrecta apertura de la válvula pueden ocasionar una mayor formación de 
trombina y activación de plaquetas (29) o una disminución de la fibrinólisis (206). 
Como vemos en la figura D.1., el factor de coagulación XII, disminuido en pacientes 
con EAD es clave para desencadenar estas cascadas (207). Este factor es un zimógeno 
que se activa mediante proteólisis, habiéndose relacionado su disminución como un 
factor de riesgo de infarto de miocardio y enfermedad coronaria (208, 209). Su 
activación inicia la vía intrínseca de coagulación, en la que participan el fibrinógeno, la 
antitrombina III y la vitronectina.  El fibrinógeno es una glicoproteína soluble que es 
procesada por la serín proteasa trombina para formar filamentos insolubles de fibrina, 
componente principal de los coágulos/trombos. La trombina está regulada 
negativamente por la antitrombina III, que inhibe la formación de coágulos. De forma 
inversa, la vitronectina se une a la heparina y protege a la trombina de la inactivación 
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mediada por la antitrombina, por lo que su aumento en los pacientes de EAD indicaría 
un estado pro-trombótico (210). Tanto la disminución de los niveles de factor XII y 
antitrombina III como el aumento de vitronectina y fibrinógeno en el grupo con EAD 
sugieren que estos pacientes son más propensos a sufrir un evento trombótico. 
 
Figura D.1. Esquema de las proteínas alteradas implicadas en coagulación. Se muestran en rojo y en 
verde las proteínas aumentadas y disminuidas en EAD, respectivamente. Abreviatura: FXII=Factor de 
coagulación XII. → Activación; - - →Inhibición.  
Es importante no ver la coagulación y la inflamación como fenómenos aislados ya que 
muchas proteínas están implicadas en ambos procesos (211, 212). Dentro de las 
proteínas relacionadas con el complemento, hemos encontrado en pacientes con EAD 
niveles disminuidos del complemento C4 y aumentados de la proteína 1 relacionada 
con el factor H del complemento. Por un lado, niveles bajos del complemento C4 
están relacionados con la activación de la vía clásica del complemento debido a que éste 
se procesa mediante proteólisis (213). Por otro lado, la proteína 1 relacionada con el 
factor H del complemento está asociada con la vía alternativa del complemento, 
favoreciendo la activación de C3 y la amplificación de C3b mediante la inhibición del 
factor H del complemento (214). Estos resultados indican una activación de la respuesta 
inmune e inflamatoria a través de la cascada del complemento, tanto a nivel de la vía 
clásica como de la alternativa.   
Como hemos visto en la introducción, uno de los factores de riesgo para el desarrollo de 
la EAD es la hipercolesterolemia. Un correcto transporte y metabolismo de los lípidos 
es imprescindible para evitar su acumulación en los tejidos periféricos y en este proceso 
las apolipoproteínas juegan un papel fundamental. Concretamente, la apolipoproteína 
C-II está relacionada con el metabolismo de lípidos de procedencia exógena, es decir, 
ingeridos en la dieta. Esta proteína forma parte de las lipoproteínas de muy baja 
densidad (VLDL, Very low density proteins) y puede activar a la lipoproteína lipasa, la 
 135 
 
enzima que hidroliza los triglicéridos a ácidos grasos. Sin embargo, también se ha visto 
que un aumento de apolipoproteína C-II en plasma inhibe a la lipoproteína lipasa, 
favoreciendo la hipertrigliceridemia (215-217). Su aumento también se ha relacionado 
con una alteración de la ruta de transporte reverso del colesterol (218), necesaria para 
evitar la acumulación de colesterol en tejidos periféricos mediante su captación y 
transporte al hígado y tejidos esteroidogénicos. Actualmente, niveles elevados de 
ApoCII se considera un factor de riesgo cardiovascular. También implicada en el 
transporte de lípidos, concretamente asociada a lipoproteínas de alta densidad (HDL, 
High density lipoproteins), encontramos la clusterina o apolipoproteína J (219). Esta 
glicoproteína, además de participar en el transporte de lípidos durante la diferenciación 
celular y la apoptosis (220), induce la salida de colesterol de las células espumosas 
(221). En nuestro caso, la clusterina podría estar disminuida en pacientes con EAD, lo 
que además concuerda con estudios previos del grupo realizados en secretoma (150). 
Hay que tener en cuenta que en la misma mancha proteica se ha identificado también la 
proteína ITIH4, por lo que no podemos estar seguros de que proteína es la causante de 
la alteración. Sin embargo, teniendo en cuenta que se han encontrado niveles 
aumentados de otra isoforma de la ITIH4 y que la clusterina ha sido descrita 
previamente en la EAD, hemos considerado interesante incluirla en la discusión.  
La aparición de la disfunción y la activación endoteliales es clave para el inicio de la 
EAD y da lugar a una alteración de las funciones normales del endotelio vascular, que 
son la regulación de la coagulación, inflamación y el tono vasomotor (222). Esto 
conlleva la producción de moléculas de adhesión y citoquinas pro-inflamatorias como el 
activador tisular del plasminógeno, el inhibidor del activador del plasminógeno-1, la 
interleuquina-6 (IL6) o la proteína C reactiva (223). La IL6 regula la síntesis de 
proteínas de fase aguda positivas como la haptoglobina (224) y la ITIH4 (225) (226), 
que se han encontrado aumentadas en pacientes con EAD en este estudio. Estas 
proteínas se han relacionado con diferentes enfermedades cardiovasculares como la 
aterosclerosis (227). Sin embargo, la inflamación es un mecanismo inespecífico y está 
relacionada con enfermedades muy diferentes como las hepáticas (198), renales (228) o 
tumorales (197), por lo que el potencial valor diagnóstico de estas proteínas podría ser 
menor que el de proteínas de procesos específicos de la EAD. 
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2.1.2. ESTUDIO METABOLÓMICO DE PLASMA HUMANO 
Para el análisis metabolómico mediante GC-MS no fue necesario realizar la depleción 
de las proteínas mayoritarias ya que todo el componente proteico del plasma es 
eliminado antes del análisis.  
Los resultados del estudio comparativo mostraron 19 metabolitos con diferencias 
estadísticamente significativas, todos ellos aumentados en el grupo de pacientes con 
EAD: ácido málico, ácido succínico, ácido cítrico, ácido tartrónico, alanina, ácido 
aspártico, leucina, isoleucina, glicina, serina, treonina, 5-hidroxitriptófano (5-HTP), 
ácido aminomalónico, 5-oxoprolina, monolinoleína, glucitol, ácido glucónico, 6-
octadecanoato-α-D-glucopiranósido y ácido tetrahidroxipentanoico-1,4-lactona. Hay 
que tener en cuenta que cuando los ácidos pierden protones se utiliza el sufijo –ato, por 
lo que hablaremos de malato, citrato, succinato, etc. Los análisis multivariantes 
posteriores confirmaron una buena separación de los grupos de estudio, tanto en el ACP 
como en el análisis jerárquico, lo que confirma una buena selección de los grupos. 
Algunos de los metabolitos significativamente aumentados en este estudio pertenecen o 
están directamente relacionados con el ciclo del ácido cítrico y, como iremos viendo a 
continuación, su aumento favorece la producción de energía a nivel de la cadena 
respiratoria. El ciclo del ácido cítrico es la vía central del metabolismo, mediante la cual 
se catabolizan todos los combustibles metabólicos (hidratos de carbono, lípidos y 
proteínas) en los organismos y tejidos aerobios (figura D.2). En este proceso, el piruvato 
obtenido a partir de la glucosa mediante un proceso de glucólisis anaerobia se oxida, 
generándose equivalentes reductores (NADH y FADH2) que posteriormente entran en la 
cadena respiratoria, donde son generadas grandes cantidades de ATP en el proceso de 
fosforilación oxidativa (figura D.2).  
En condiciones normales, en cada ciclo del ácido cítrico se generan, además de una 
molécula de ATP, 3 de NADH y una de FADH2 (figura D.3) que, tras la fosforilación 
oxidativa, darán lugar a 9 moléculas de ATP (2 por cada NADH y 3 por cada FADH2). 
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Figura D.2. Esquema del metabolismo energético en las células animales.  
Sin embargo, este proceso es aerobio y requiere oxígeno como oxidante final de los 
equivalentes reductores. Por eso, el déficit de oxígeno causa la inhibición total o parcial 
del ciclo. 
 
Figura D.3. Esquema del ciclo del ácido cítrico en condiciones normales. DH=Deshidrogenasa. 
 138 
 
En las valvulopatías, el aporte de sangre a los tejidos periféricos se encuentra 
disminuido, lo que implicaría que la cadena de transporte electrónico se ralentice y el 
aporte de energía pueda resultar insuficiente. En estos casos, se produce una 
modificación del ciclo del ácido cítrico habitual, disminuyendo los equivalentes 
reductores generados para producir más ATP a nivel de la enzima succinato tioquinasa, 
por lo que la oxidación del piruvato pasa a un segundo plano, tomando más importancia 
el metabolismo del α-cetoglutarato (figura D.4). 
 
 
Figura D.4. Esquema del ciclo del ácido cítrico en el que se destacan las modificaciones sufridas 
debido a la hipoxia. Para el mantenimiento de la producción del ATP en condiciones de hipoxia debe 
favorecerse la síntesis de succinato a partir de α-cetoglutarato (1). Para ello, se aumenta la síntesis de 
malato mediante la malato DH (2), generando el NAD+ necesario para el metabolismo del α-
cetoglutarato. La síntesis de α-cetoglutarato se produce por transaminación del oxalacetato y del piruvato, 
liberándose aspartato y alanina (3). También se produce un aumento en la síntesis de isocitrato a partir de 
α-cetoglutarato debido a la activación de la isocitrato DH2 (4). Se muestran en rojo los metabolitos 
aumentados en EAD. 
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Para que se produzca la formación de ATP a nivel de la succinato tioquinasa, la 
disponibilidad de succinil-CoA ha de ser suficiente. Para ello, la α-cetoglutarato 
deshidrogenasa necesita α-cetoglutarato como sustrato de la reacción. La síntesis de α-
cetoglutarato ocurre mediante las reacciones de transaminación, en las que el piruvato y 
el oxalacetato se combinan con el glutamato para producir α-cetoglutarato, liberando 
alanina y aspartato, respectivamente (figura D.5). Mediante estas reacciones se 
produce un aumento de alanina y aspartato, aminoácidos que hemos encontrado 
aumentados en EAD en nuestro estudio.  
 
Figura D.5. Reacciones de transaminación en las que se genera α-cetoglutarato con la liberación de 
alanina y aspartato. 
También es imprescindible para la reacción la existencia de NAD
+
, que se genera 
gracias a la acción de la enzima malato deshidrogenasa (figura D.4). Esta enzima 
sintetiza malato a partir del oxalacetato mediante la oxidación de NADH, generando el 
NAD
+
 necesario para el funcionamiento de la α-cetoglutarato deshidrogenasa de forma 
anaeróbica. Esta reacción produce un aumento en los niveles de malato que actúa a 
nivel de la succinato deshidrogenasa, inhibiendo el paso de succinato a fumarato (229) 
y provocando la acumulación de este metabolito, como hemos observado en los 
pacientes con EAD. A su vez, en este estudio hemos encontrado niveles elevados de 
tartronato, análogo del malato, que inhibe a la enzima málica impidiendo que el malato 
generado sea convertido a piruvato (230, 231). Acorde a nuestros resultados, estudios 
previos han relacionado con la isquemia el aumento de los niveles de malato, una mayor 
 140 
 
conversión de α-cetoglutarato a succinato y la salida de éste desde el órgano isquémico 
(232-235).   
El α-cetoglutarato no se metaboliza únicamente mediante la α-cetoglutarato 
deshidrogenasa. En condiciones de hipoxia continuada se produce la estabilización del 
factor inducido por hipoxia-1 (HIF-1) (236, 237) que activa a su vez a la enzima 
isocitrato deshidrogensa 2, promoviéndose la carboxilación del α-cetoglutarato hasta el 
citrato, también encontrado elevado en pacientes con EAD en nuestro estudio (figura 
D.4) (238). Nuestros resultados sugieren que existe una relación entre los intermediarios 
del ciclo del ácido cítrico y la protección frente a hipoxia, lo que concuerda con lo 
descrito previamente (239).   
Como hemos visto, la entrada de piruvato en el ciclo del ácido cítrico se encuentra 
disminuida en condiciones de hipoxia. En parte, esto se debe a la acción del HIF-1, que 
actúa sobre la lactato deshidrogenasa A y la piruvato deshidrogenasa 1,  disminuyendo 
la conversión de piruvato a acetil CoA y favoreciendo el paso de piruvato a lactato 
(figura D.6) (240, 241).  
 
Figura D.6. Esquema del efecto del factor inducido por hipoxia-1 (HIF-1) en el metabolismo del 
piruvato. DH=deshidrogenasa. 
En el análisis metabolómico diferencial hemos encontrado niveles elevados de leucina e 
isoleucina en los pacientes con EAD. En relación a la hipoxia, también se ha visto que 
niveles elevados de aminoácidos de cadena ramificada (valina, leucina e isoleucina) 
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aumentan la expresión de HIF-1, seguramente debido a que activan las vías mTOR 
(242, 243). HIF-1 es uno de los mayores activadores transcripcionales del factor de 
crecimiento endotelial vascular (VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor), una 
proteína señalizadora implicada en la angiogénesis (244). Además, tanto HIF-1 como 
mTOR, están relacionados con la osteogénesis a partir de células mesenquimales 
mediante un aumento de la proteína morfogénica ósea 2 (BMP-2, Bone Morphogenetic 
Protein 2). Diversos estudios previos han demostrado la importancia de las proteínas 
VEGF (28, 245) y BMP-2 (246) (247) en el desarrollo de la EAD, lo que podría estar 
relacionado con los altos niveles de leucina e isoleucina encontrados en este estudio. La 
isoleucina es, a su vez, un inhibidor de la enzima treonina desaminasa(248, 249), 
responsable del catabolismo de la treonina (250). Esto explicaría los niveles elevados 
de treonina que hemos encontrado en los pacientes de EAD ya que, como la treonina es 
un aminoácido esencial, su acumulación ha de deberse a una disminución de su 
catabolismo o, en todo caso, de su ingesta, la cual no debería ser diferente entre los dos 
grupos de estudio.  
Hemos encontrado alteraciones metabólicas en el plasma que podrían reflejar la 
degradación de la matriz extracelular que está ocurriendo a nivel tisular. En los 
pacientes con EAD, hemos encontrado niveles aumentados de glicina, el aminoácido 
mayoritario del colágeno. Un aumento en los niveles de este aminoácido puede deberse 
al proceso de degradación que sufre el colágeno de la VA. Un mecanismo similar se ha 
descrito en la osteoartritis, una enfermedad inflamatoria con una importante 
degradación  del tejido cartilaginoso (251). También se ha visto que la glicina mejora la 
microcirculación (252), inhibe la inflamación (253, 254) y disminuye la agregación 
plaquetaria bloqueando el flujo de calcio a su interior (255), por lo que su aumento, a 
costa de la degradación de colágeno, podría ser un mecanismo para ralentizar el 
desarrollo de la patología. La glicina puede ser convertida en serina, también 
aumentada en pacientes con EAD, a través de una reacción reversible, por lo que los 
niveles entre ellas están estrechamente relacionados. 
Al igual que en el estudio proteómico, los resultados de este estudio muestran 
alteraciones en los procesos de coagulación. Entre ellas, destaca la del 5-
hidroxitriptófano, un derivado del triptófano y precursor de la serotonina que ha sido 
previamente relacionado con el infarto de miocardio (165). La serotonina está implicada 
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en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares como EAC (256) e infarto de 
miocardio (257). Ésta se almacena principalmente en los α-gránulos de las plaquetas 
(258) hasta que se produce la activación plaquetaria, generándose un estado pro-
trombótico (259, 260). Sin embargo, el papel de la serotonina en la activación y 
agregación de plaquetas ha sido poco estudiado hasta el momento por lo que se conoce 
su efecto pero no el mecanismo por el que se produce (258). A nivel de la VA, se han 
encontrado receptores de serotonina en las células intersticiales que, como respuesta a 
ese estímulo, inducen la producción de glucosaminoglicanos (261) y aumentan la 
división celular (262). Por ello, pensamos que los elevados niveles de 5-
hidroxitriptófano encontrados supondrán un aumento de serotonina, que podría estar 
actuando sobre las VICs, contribuyendo a la fibrosis y el engrosamiento del tejido. 
Como ya hemos comentado, el estrés oxidativo juega un papel importante en el 
desarrollo de la EAD. El glutatión es el principal antioxidante endógeno y es 
imprescindible en el mantenimiento de una respuesta inmune adecuada. En 
aterosclerosis, se ha demostrado que el glutatión disminuye la oxidación de las LDL 
(263) y, además, protege a los macrófagos (264), relacionándose el aumento de 
glutatión con una reducción de la extensión y la gravedad de la enfermedad. La 5-
oxoprolina es un intermediario que sólo se sintetiza y acumula cuando disminuye la 
síntesis de glutatión, por lo que su elevación en nuestro estudio se relaciona con bajos 
niveles de glutatión y éstos con un mayor desarrollo de EAD.  
 
Figura D.7. Esquema de la relación entre la aldosa reductasa y el glutatión. La enzima consume el 
NADPH necesario para convertir el glutatión oxidado (GSSG) en glutatión reducido (GSH).  
Otro indicio de que el glutatión puede estar implicado en la EAD son los altos niveles 
encontrados de glucitol, también llamado sorbitol. La reducción de la glucosa mediante 
la enzima aldosa reductasa para producir glucitol consume NADPH, disminuyendo los 
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niveles de glutatión reducido y contribuyendo al estrés oxidativo (figura D.7) (265, 
266). La presencia de la aldosa reductasa en plaquetas ha sido demostrada, y ésta 
favorece su agregación (267), así como la inflamación (268) y el desarrollo de 
aterosclerosis (269) (270). 
Por otro lado, hemos encontrado alterado el gluconato, también derivado de la glucosa. 
Este compuesto es producto de la oxidación de la glucosa a través de un intermediario 
denominado d-glucono-δ-lactona, con el que se encuentra en equilibrio (271). Estos 
derivados de la glucosa tienen muchas aplicaciones en la industria alimentaria y 
farmaceútica. Sin embargo, su actividad biológica no se conoce bien aunque se cree que 
actúan como antioxidantes, protegiendo a proteínas y lípidos plasmáticos (272). 
Además, recientemente, se ha publicado un estudio que destaca el uso del ácido 
glucónico, en combinación con ácido láctico, para desmineralizar muestras calcificadas 
embebidas en formalina, concretamente válvulas cardíacas y arterias coronarias (273). 
Este resultado podría tener una importante relevancia en el desarrollo de la EAD, ya que 
su aumento en estos pacientes podría ser un mecanismo de defensa ante la calcificación, 
aunque son necesarios más estudios para confirmarlo.   
En consonancia con los estudios anteriores, hemos encontrado alteraciones a nivel del 
metabolismo lipídico, como sugiere el aumento de monolinoleína. Aunque no hay 
muchos estudios sobre este monoacilglicerol, se ha visto que su presencia retrasa la 
captación hepática de los quilomicrones remanentes (274). Esto se asocia a un aumento 
de colesterol circulante en la sangre y, a su vez, a procesos aterogénicos (275, 276). Este 
metabolito podría estar relacionado con el aumento lipídico observado en las válvulas 
estenóticas.  
También relacionado con la aterosclerosis hemos hallado cambios en los niveles de 
aminomalonato, metabolito que, a pesar de haberse localizado muy pronto en la placa 
aterosclerótica (277), se ha estudiado muy poco. Se sabe que su captación por la placa 
es alta, posiblemente a través de los monocitos circulantes (278) y se cree que el 
aumento de este aminoácido en la composición de las proteínas está relacionado con la 
inhibición de las metaloproteinasas (279). Debido a las similitudes en el papel de los 
monocitos entre aterosclerosis y EAD, podría estar relacionado con los mismos 
procesos, sin embargo, son necesarios más estudios acerca de este metabolito para 
esclarecer su función.  
 144 
 
2.1.3. INDICIOS A NIVEL PLASMÁTICO DE LA CALCIFICACIÓN DE LA 
VÁLVULA AÓRTICA 
Como ya hemos venido comentando a lo largo de esta tesis, el estado del plasma es un 
reflejo de todos los procesos fisiopatológicos que están teniendo lugar en el organismo. 
En este caso, los resultados de los análisis proteómicos y metabolómicos realizados a 
nivel de plasma han mostrado indicios de las alteraciones que se están dando a nivel 
valvular.  
Destacan las alteraciones encontradas en los mecanismos de coagulación y activación 
plaquetaria, con varias proteínas y metabolitos implicados, así como las adaptaciones 
que se producen a nivel energético. Además, las alteraciones encontradas a nivel de 
metabolismo lipídico indican una alteración a nivel de la captación hepática de 
colesterol, lo que produciría una mayor acumulación de lípidos en los tejidos 
periféricos. Estos resultados muestran además que el estrés oxidativo y los mecanismos 
de inmunidad e inflamación juegan un papel fundamental en el desarrollo de la EAD.  
2.2. ESTUDIO PROTEÓMICO A PARTIR DE MUESTRAS DE TEJIDO 
HUMANO 
El objetivo de estos estudios, utilizando tejido valvular aórtico, fue el de detectar las 
alteraciones que se producen a nivel local. A diferencia del plasma, el tejido no es una 
muestra accesible. Sin embargo, nos permite profundizar en los mecanismos 
moleculares que están ocurriendo en el propio tejido dañado, es decir, aquellos que 
están directamente implicados en el desarrollo de la EAD.  
2.2.1. ANÁLISIS DE LA VÁLVULA ESTENÓTICA MEDIANTE HISTOLOGÍA 
MOLECULAR 
El análisis mediante MALDI-IMAGING nos permitió estudiar la distribución 
superficial de los péptidos endógenos del tejido, utilizando la potencia analítica de la 
MS.  
Se analizaron 3 secciones de una misma válvula con creciente grado de afectación, con 
el objetivo de localizar diferencias a nivel molecular en los distintos niveles de la lesión. 
Además, se realizaron tinciones histológicas de fibras elásticas y lípidos, así como 
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inmunohistoquímicas para la detección de macrófagos y miofibroblastos. Al ir 
avanzando en el estudio de la lesión, observamos una mayor degradación del tejido 
debido a la extensión de la región calcificada, lo que afectó a la integridad del tejido 
(Figura D.8). Por ello, la resolución de las imágenes moleculares y la calidad de las 
histologías de la tercera sección, que es la más afectada, es menor que en las dos 
primeras, en las que se pudo alcanzar una resolución espacial muy buena (75 µm). 
 
Figura D.8. Tinción de fibras elásticas. Se muestran las tinciones de las 3 secciones de estudio, donde 
se aprecia la degradación tisular. 
En base a las regiones observadas mediante técnicas histológicas, se realizó una 
inspección manual de los picos del espectro para corrobar la existencia de una 
correspondencia entre las imágenes obtenidas por histología  y las moleculares (figura 
D.9). La zona de la calcificación presentaba mayor señal y se correspondía con una 
masa 5059 Da, mientras que la masa 4300 parecía situarse en zonas ricas en colágeno y 
la 13984 en regiones ricas en fibras elásticas. Por otro lado, encontramos una región 
perfectamente definida y rica en fragmentos con una masa de 14659 Da que no se 
correspondía directamente con ninguna de las regiones observadas en la histología. Este 
hecho implica que existen regiones que presentan un patrón de picos m/z característico 
que no somos capaces de observar mediante técnicas histológicas de rutina.  
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Figura D.9. Imagen donde  se muestran las masas seleccionadas y su correspondencia con las 
regiones observadas en la tinción de fibras elásticas. En la tinción de fibras elásticas, las zonas rosas 
corresponden a colágeno y las negras a elastina. Se señalan la calcificación (estrella) y una zona rica en 
colágeno (flecha). Se indican el lado ventricular (LV) y el aórtico (LA). La parte superior corresponde a 
la inserción con la aorta.  
Tras la realización de los análisis multivariantes no supervisados, encontramos que, 
según avanza la calcificación, existen menos diferencias interzonales y, además, peor 
definidas, lo cual es lógico puesto que el tejido está más dañado. En la primera 
preparación (figura D.10A) se observa que la zonas coincidentes con la capa ventricular 
y el subendotelio presentan un patrón molecular similar (región de color rosa), 
totalmente diferente de la región central de la valva, donde no se diferencian las 
estructuras correspondientes a las capas fibrosa y esponjosa. Además, la zona calficada 
se separa perfectamente del resto y presenta dos regiones adyacentes claramente 
definidas (color azul oscuro y verde oscuro) que pueden estar relacionados con el 
avance de la lesión, ya que en cortes posteriores aparecen en forma de nódulos de 
calcio. En la segunda preparación (figura D.10B), se mantiene la diferenciación de la 
zona calcificada (región morada) del resto del tejido mientras  la estructura en capas 
observada en la primera preparación parece haberse perdido. En la tercera región (figura 
D.10C) se observan estructuras dispersas a nivel molecular. Estas observaciones 
concuerdan con el proceso degenerativo de la EAD, ya que el tejido sufre una severa 
desestructuración según avanza la lesión (280).  
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Figura D.10. Regiones diferenciales encontradas tras el análisis de agrupación jerárquica. Se 
muestran las secciones 1 (A), 2 (B) y 3 (C). Se indica el lado ventricular (LV) y el aórtico (LA), 
correspondiendo la parte superior a la inserción en la aorta. 
Por un lado, el análisis mediante MALDI-IMS nos permitió confirmar la 
desestructuración de las capas valvulares asociada al desarrollo de la EAD. Además, 
debido a que presenta mayor resolución que las técnicas histológicas habituales, permite 
una mejor definición de las regiones que pueden estar implicadas en la alteración 
funcional de la válvula. Las masas que en este análisis han sido asociadas con regiones 
concretas de la lesión constituyen una alternativa al análisis anatomopatológico por 
histología tradicional y permitirán en el futuro caracterizar tejidos de VA con diferentes 
grados de lesión estenótica a nivel molecular, con gran resolución. Por otro lado, el uso 
de métodos estadísticos no dirigidos, sin sesgo, permite definir nuevas regiones de 
interés que no hayan sido localizadas mediante técnicas habituales y encaminar los 
estudios posteriores a esas zonas.  
2.2.2. ESTUDIO DE PROTEÓMICA DIFERENCIAL DE TEJIDO VALVULAR 
Las manchas proteicas de interés se escindieron de los geles y se analizaron mediante 
MALDI-TOF/TOF. De las 32, se identificaron 20 que correspondieron a 11 proteínas 
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únicas. Se encontraron aumentadas en EAD el mimecan y la dermatopontina. Estaban 
disminuidas en EAD la β-2-glicoproteína 1 (o apolipoproteína H), la proteína de unión 
al selenio 1, la albúmina, la proteína 1 de unión entre hialuronán y proteoglicano, la α-
enolasa, la 6-fosfogluconolactonasa, la proteína sérica amiloide A-1 y la región 
constante de las cadenas ligeras λ y κ de la inmunoglobulina.  
En este estudio, hemos encontrado alteraciones en varias proteínas relacionadas con la 
calcificación y el engrosamiento de la válvula aórtica, características que no aparecen en 
válvulas de pacientes con IA. Los resultados muestran que en las válvulas estenóticas 
aparecen niveles elevados de mimecan y dermatopontina y niveles disminuidos de la 
proteína de unión al selenio 1 (SBP1, Seleniun binding protein 1). El mimecan 
(también llamado osteoglicina) es un proteoglicano pequeño rico en leucina descrito por 
primera vez en hueso bovino como inductor de matriz (281). Estudios más recientes han 
confirmado su elevación durante la diferenciación y mineralización osteoblástica (282, 
283), por lo que en EAD podría estar implicado en la formación de los nódulos de 
calcio por parte de los osteoblastos. La dermatopontina es una proteína de matriz 
extracelular que se expresa en diferentes tejidos, y que está  implicada en adhesión 
celular (284) y ensamblaje de la matriz (285). A nivel cardíaco, se ha visto que aumenta 
en condiciones de hipoxia, promoviendo la adhesión y migración de los fibroblastos 
(286). Como hemos comentado anteriormente, en el tejido valvular calcificado se 
produce un engrosamiento que dificulta la llegada de oxígeno a todas las células del 
mismo, lo que podría explicar los elevados niveles de esta proteína en válvulas 
estenóticas. Por otro lado, hemos encontrado en el grupo con EAD niveles disminuidos 
de la proteína de unión al selenio 1 (SBP1), que  participa en el tráfico y transporte de 
proteínas (287). A nivel de células musculares lisas vasculares se ha descrito que el 
TGF-β disminuye los niveles de SBP1 (288). Además, en este estudio, los niveles de 
SBP1 eran inversamente proporcionales a la proliferación celular. Nuestros resultados 
sugieren que en el contexto de incremento de la proliferación celular asociado al 
engrosamiento valvular en la EAD (289, 290) podría estarse produciendo la reducción 
de SBP1a consecuencia de unos elevados niveles de TGF- β  (291).  
Sorprendentemente, hemos encontrado disminuidas en EAD proteínas relacionadas con 
el remodelado de la matriz extracelular: la proteína 1 de unión entre hialuronán y 
proteoglicano (HAPLN1) y la α-enolasa. Sin embargo, en ambos casos, se ha descrito 
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una relación inversa entre los niveles de proteína y de metaloproteinasas (MMPs). La 
proteína HAPLN1, también llamada proteína de unión a cartílago, interacciona con el 
ácido hialurónico y proteoglicanos, como el agrecano o el versican, dando estabilidad a 
la matriz extracelular (292). Estudios previos con condrocitos han demostrado que el 
TNF-α disminuye la expresión de HAPLN1 mientras que aumenta la de 
metaloproteinasas como MMP9 (293), por lo que la disminución de HAPLN1 en 
pacientes con EAD podría estar relacionada con el remodelado de la matriz extracelular 
descrito en la enfermedad (294) y apuntaría a una desestabilización de ésta, en línea con 
la pérdida de la estructura de capas típica de la VA observada en los experimentos de 
histología molecular por MALDI-IMS. La α-enolasa es una proteína multifuncional 
relacionada con el metabolismo glucolítico que se encuentra aumentada en condiciones 
de hipoxia (295, 296). Sin embargo, gracias a un codón de parada alternativo, el ARNm 
de la α-enolasa puede traducirse en una isoforma más pequeña de 37 kDa denominada 
proteína de unión al promotor de c-myc (MBP-1, c-myc promoter-binding protein 1) 
(297) que coincide en MM con las manchas proteicas encontradas en el análisis 
proteómico. Además, todos los péptidos encontrados en la identificación mediante MS 
se corresponden con esa isoforma. Al contrario que la α-enolasa, la MBP-1 tiene un 
papel antitumoral y se encuentra inhibida en condiciones de hipoxia (298). Además, es 
inhibida por la expresión de colágeno y MMP2 (299). Esto sugiere que la disminución 
encontrada en el grupo de individuos con EAD podría deberse a la isoforma MBP-1 de 
la α-enolasa, cuya disminución sería  favorecida por el aumento de colágeno y MMP2 
característico de la EAD (300, 301), por lo que su alteración también estaría implicada 
en el remodelado de la matriz. 
Nuestros resultados sugieren que los individuos con EAD podrían presentar una menor 
protección frente a la oxidación que los individuos con IA. Como se ha comentado 
previamente, el glutatión es el principal antioxidante endógeno, protegiendo a las 
células del estrés oxidativo, y, además, ejerce un papel protector contra el desarrollo de 
aterosclerosis (263, 264). Para el mantenimiento de este sistema, es necesario que parte 
de la glucosa se desvíe a la ruta de las pentosas fosfato y así generar el NADPH 
necesario para convertir el glutatión oxidado en glutatión reducido (Figura D.11) (302). 
Por lo tanto, la disminución de la 6-fosfogluconolactonasa, una enzima de la ruta de las 
pentosas fosfato, encontrada en los pacientes con EAD, supondría una menor protección 
frente al estrés oxidativo en la VA, en relación a los pacientes con IA, ya que supondría 
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la acumulación de  6-fosfogluconolactona y la inhibición de la reacción catalizada por la 
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, fundamental para la oxidación del glutatión(303). Por 
su parte, la β-2-glicoproteína 1, también llamada apolipoproteína H (ApoH), previene 
la activación de la cascada intrínseca de coagulación uniéndose a los fosfolípidos de la 
superficie de células dañadas (304). Además, utilizando cultivos de macrófagos, se ha 
visto que inhibe la oxidación de las LDL y la acumulación de lípidos, promoviendo la 
salida de colesterol de los macrófagos (305). La menor abundancia de esta proteína en 
individuos con EAD frente a IA también indicaría una menor actividad anti-oxidante en 
el tejido valvular estenótico, así como un mayor entorno pro-coagulante.  
 
Figura D.11. Esquema que muestra la relación entre el mantenimiento del glutatión reducido y la 6-
fosfogluconolactonasa, mostrando en verde la enzima significativamente disminuida en el grupo control. 
G6P=glucosa 6-fosfato; G6DH=glucosa 6-fosfato deshidrogenasa; 6PGL=6-fosfogluconolactona; 
6PGLasa=6-fosfogluconolactonasa; 6PG=6-fosfogluconato; GSH=glutatión reducido; GSSG=glutatión 
oxidado. 
También hemos encontrado indicios de que la respuesta inmune juega un papel muy 
importante en la EAD. Se han encontrado alteradas diferentes isoformas de las cadenas 
ligeras λ y κ de las inmunoglobulinas. Existen 5 isotipos de inmuglobulinas con 
diferentes propiedades biológicas, localizaciones funcionales y capacidad para 
reconocer diferentes tipos de antígenos. Sin embargo, son las cadenas pesadas de las 
inmunoglobulinas y no las ligeras las que definen estos isotipos por lo que, en este caso, 
no podemos asociar los cambios a un tipo concreto ni conocer su función específica 
(306). No obstante, se ha visto que el tratamiento con inmunoglobulinas intravenosas en 
pacientes con insuficiencia cardíaca crónica tiene efectos anti-inflamatorios (307), 
además de modular la producción de citoquinas e inactivar el complemento (308), por lo 
que la disminución de estas cadenas en la VA con EAD puede estar teniendo un efecto 
promotor de la inflamación. Sin embargo, hemos encontrado una disminución en 
proteínas de fase aguda, tanto de regulación positiva (proteína sérica amiloide A-1) 
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como negativa (albúmina), lo que implica una reacción inflamatoria (197). Estos 
marcadores, sin embargo, no son específicos y se encuentran alterados en numerosas 
patologías (197, 198)  
En general, estos resultados sugieren que la VA de los pacientes con IA podría estar 
más protegida frente a los daños generados por el estrés oxidativo. Además, una 
incorrecta regulación entre la respuesta inmune y la inflamación en las válvulas con 
EAD podría modular los niveles de diferentes citoquinas inflamatorias, promoviendo el 
engrosamiento, calcificación y remodelado de la matriz en las válvulas sometidas a 
diferentes tipos de estrés.  
2.2.3. ESTUDIO PROTEÓMICO DIFERENCIAL UTILIZANDO TEJIDO 
VALVULAR PROCEDENTE DE INDIVIDUOS CON/SIN 
ATEROSCLEROSIS CORONARIA 
Muchos de los resultados obtenidos en los experimentos previos ponen de manifiesto 
similitudes a nivel molecular entre los procesos de estenosis aórtica y aterosclerosis, 
destacando la infiltración de monocitos, la diferenciación de VSMCs/VICs a células 
osteogénicas, el remodelado de matriz extracelular o la implicación del estrés oxidativo. 
Además, el análisis de agrupación jerárquica del estudio de proteómica diferencial de 
tejido en individuos con IA frente a individuos con EA nos mostró un individuo con IA 
que no se agrupaba correctamente con los otros 3 pacientes, quedando aislado del resto 
(Figura. R.16. Los resultados detallados de este experimento se encuentran en el 
apartado “2.4. Estudio proteómica diferencial utilizando tejido valvular procedente de 
individuos con aterosclerosis coronaria“ ).  
Tras la revisión de la historia clínica de este paciente, resultó ser el único individuo con 
EAC, pero sin calcificación de la válvula aórtica, que empleamos en el estudio. Para 
comprobar si este resultado era significativo, planteamos un nuevo experimento 
partiendo de la hipótesis de que la afectación coronaria podría estar modificando el 
perfil molecular de la VA, actuando de forma sinérgica con la EAD, dado que 
comparten los mismos mecanismos implicados en el desarrollo de ambas patologías. 
Por ello, este estudio de expresión diferencial de tejido valvular mediante 2D-DIGE 
constó de 6 grupos experimentales (T, IA y EAD, con y sin EAC) y de varios análisis 
independientes (tabla D.1).  
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GRUPOS Manchas diferenciales Manchas identificadas Proteínas identificadas
T  con y sin EAC 9 7 7
IA con y sin EAC 13 10 8
EAD con y sin EAC 31 26 15
TvsIA sin EAC 72 51 25
TvsEAD sin EAC 99 77 27
IAvsEAD sin EAC 6 3 3
TvsIA con EAC 16 13 5
TvsEAD con EAC 6 5 5
IAvsEAD con EAC 3 2 2
 
Tabla D.1. Resumen de los resultados obtenidos en el estudio de proteómica diferencial de tejido 
valvular procedente de individuos con y sin EAC. 
Para ver si había diferencias a nivel de tejido valvular debidas a la enfermedad 
coronaria, se compararon las muestras de los diferentes tipos de válvulas agrupadas por 
presencia/ausencia de EAC. Encontramos 7 proteínas diferencialmente expresadas entre 
los trasplantes con y sin EAC, 8 proteínas entre las IA con y sin EAC y 15 proteínas en 
el caso de las EAD. En todos los casos predominan las diferencias en proteínas 
estructurales destacando las de matriz extracelular y citoesqueleto. Varias de estas 
proteínas se han descrito previamente en ateroesclerosis, como es el caso de la 
vitronectina (309), la gelsolina (310) o la tropomiosina (311). Desde nuestro punto de 
vista, resulta aún más llamativa la existencia de 15 proteínas diferenciales en el caso de 
las válvulas estenóticas. En este caso, el número de proteínas estructurales alteradas es 
aún mayor, a pesar de que se trata de un tejido que sufre una desestructuración de la 
matriz y calcificación severas, independiente de la presencia o no de EAC. También en 
este caso encontramos proteínas que juegan un papel importante en aterosclerosis, 
destacando la vitronectina (309), que ya se ve alterada en las comparaciones con VAs 
sin afectación, y el lumican (312). También hemos encontrado alteraciones en la 
regulación de la apoptosis que han sido previamente relacionadas con la aterosclerosis, 
como la disminución de vimentina (310), gelsolina (310, 313) o prelamina-A/C (313). 
La existencia de estos perfiles diferentes entre válvulas de individuos con y sin EAC 
nos indica que los mecanismos ateroscleróticos que se desarrollan en las arterias podrían 
estar afectando de algún modo, a nivel molecular, a la válvula aórtica, 
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independientemente de su estado patológico. El hecho de que aparezcan alteraciones 
asociadas a la aterosclerosis en VA con EAD en pacientes con EAC subyacente, que no 
se observan en cambio en los individuos sin EAC, podría indicar que los mecanismos 
moleculares promovidos por la aterosclerosis a nivel arterial estarían siendo activados a 
nivel distal sobre la VA, presumiblemente a través de citoquinas y leucocitos 
transportados por el torrente circulatorio. De hecho, algunas de estas alteraciones 
proteicas son observadas a nivel de VAs sin afectación (T e IA), como es el caso de la 
vitronectina, haptoglobina, vimentina, gelsolina y lumican.  
Una vez que comprobamos la existencia de diferencias entre válvulas con y sin EAC, 
realizamos el ANOVA de los tres tipos de muestras sin EAC. Se identificaron un total 
de 27 proteínas diferenciales entre T y EAD, 25 entre T e IA y 3 entre EAD e IA. En 
este análisis destaca que, a pesar de las diferencias evidentes entre las válvulas de 
pacientes con IA y las de pacientes con EAD a nivel macroscópico, ambas presentan 
diferencias muy similares con los trasplantes, ya que hemos encontrado 16 proteínas en 
común diferencialmente expresadas entre los T y los dos grupos patológicos, todas ellas 
siguiendo la misma tendencia en IA y EAD. Estos resultados sugieren una respuesta 
similar del tejido ante las alteraciones circulatorias producidas, como por ejemplo, la 
existencia de turbulencias en el flujo sanguíneo, que provocarían un elevado estrés por 
cizallamiento sobre la VA, debido a la regurgitación de la IA o el bloqueo provocado 
por la EAD. Esas proteínas responden en su mayoría a mecanismos de inflamación, 
coagulación y transporte, que podrían activarse por esas alteraciones. Esto corrobora la 
hipótesis inicial de este trabajo en la que se propuso la utilización de los pacientes IA 
como controles para el análisis de las alteraciones debidas exclusivamente a la 
calcificación degenerativa de la válvula. Hay que destacar el gran número de isoformas 
correspondientes a la albúmina aumentadas en pacientes (tanto con IA como con EA) 
que se han encontrado. Estudios previos han descrito niveles aumentados de esta 
proteína en tejido valvular estenótico (147) debido, posiblemente, a la formación de 
nuevos vasos sanguíneos en respuesta a la necesidad de  un mayor aporte de oxígeno a 
la válvula (28, 314). Además, se ha sugerido que existe una relación entre el daño 
endotelial y la angiogénesis (315), lo que podría explicar el aumento de albúmina 
encontrado en los pacientes con IA. Sin embargo, se trata de una proteína 
multifuncional y con numerosas isoformas que también está implicada en el transporte 
de numerosas moléculas en sangre (316), en procesos oxidativos (317) y en inflamación 
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(197), por lo que los cambios observados pueden deberse a múltiples funciones. Por 
otro lado, en el modelo animal se observó una mancha proteica identificada como 
albúmina que aparecía disminuida en los animales con EAD. Al tratarse de una 
isoforma concreta y dado el cuantioso número de isoformas de albúmina existentes que 
se pueden resolver por 2-DE, parece que es más factible asociar un aumento de proteína 
total con la EAD, como se ha observado en el estudio humano y en estudios previos de 
nuestro grupo (147).   
Considerando solamente las proteínas diferenciales entre trasplantes y pacientes de 
EAD, encontramos un aumento de proteínas de matriz extracelular y de proteínas 
implicadas en transporte de lípidos y coagulación, en concordancia con los resultados 
del resto de estudios de esta Tesis Doctoral. Por un lado, se observó el aumento de 
proteínas relacionadas con la fibrosis y el remodelado de la matriz: la α-1-antitripsina 
y el lumican han sido descritas por nuestro grupo previamente en la EAD (147), 
mientras que la plastin-2 juega un papel importante en la degradación de la matriz 
(318). Por otro lado, hemos encontrado alteraciones a nivel del transporte lipídico, como 
el aumento de la apolipoproteína A-IV (319) y proteínas relacionadas con la 
coagulación como la vitronectina, que favorece un estado pro-trombótico (210) (ver 
apartado  2.1.1. de esta discusión). 
Entre las diferencias encontradas al comparar T e IA, queremos destacar la disminución 
encontrada en los pacientes con IA en los niveles de la β-2-glicoproteína y la región C 
de la cadena ligera κ de la Ig. Estas proteínas se encontraron disminuidas en EAD en 
el estudio previo de proteómica diferencial, al comparar pacientes con IA y EAD (ver 
apartado 2.2.2. de esta discusión). Estas proteínas ejercen un papel protector, mediante 
acciones anti-oxidantes (305) y anti-inflamatorias (307), por lo que su disminución 
podría agravar el desarrollo de la enfermedad. Su disminución parece que sería 
progresiva con la mayor afectación de la VA (T > IA > EAD). Además, hemos 
encontrado niveles elevados del factor derivado del pigmento epitelial, un inhibidor 
de la angiogénesis (320), y, sorprendentemente, niveles disminuidos de mimecan, 
implicado en la diferenciación y mineralización osteoblástica (282, 283). Estas 
diferencias podrían disminuir la probabilidad de desarrollar una calcificación bajo 
situaciones de estrés por cizallamiento debido al flujo turbulento o a los factores de 
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riesgo cardiovasculares, lo que explicaría que en estos pacientes la enfermedad valvular 
no haya derivado hacia la EAD.  
Hemos encontrado muy pocas diferencias entre las muestras de pacientes con IA y con 
EAD. Sin embargo, van en la misma línea que en el estudio anterior. La cadena β del 
fibrinógeno aparece aumentada en EAD, lo que indica un estado pro-trombótico en 
estos pacientes (ver apartado 2.1.1. de esta discusión). Por otro lado, hemos encontrado 
disminuidas en EAD la proteína de choque térmico HSP27, previamente descrita en 
EAD (147) y aterosclerosis (321), y de nuevo el factor derivado del pigmento 
epitelial, cuya disminución en EAD podría favorecer la formación de nuevos vasos. 
Por último, realizamos un ANOVA de los tres tipos de muestras con EAC. En este caso, 
las diferencias entre los grupos fueron mucho menores. Concretamente, se identificaron 
5 proteínas diferenciales entre T y EAD, 5 entre T e IA y tan solo 2 entre IA y EAD. 
Esto parece indicar que la EAC subyacente activa mecanismos moleculares similares 
sobre las VAs, independientemente de su grado de afectación, minimizando las 
diferencias entre válvulas aparentemente sanas y las afectadas. 
En el primer caso, vuelven a dominar las alteraciones estructurales y de coagulación. 
Estaban aumentadas en EAD la cadena β del fibrinógeno (ver apartado 2.1.1. de esta 
discusión) y la hemopexina, una proteína de fase aguda (322). Por el contrario, estaban 
disminuidas la α-1-antitripsina, el lumican y la vimentina, todas ellas encontradas 
aumentadas en EAD en estudios previos (147). Sin embargo, se ha descrito que la α-1-
antitripsina protege a la elastina de la acción de la elastasa (323), por lo que su 
disminución en el grupo de EAD concuerda con los fenómenos de remodelado de la 
matriz y de pérdida de la estructura en capas, propios de la patología. La vimentina, sin 
embargo, se ha visto disminuida en aterosclerosis (182, 310), contribuyendo a las 
alteraciones del citoesqueleto y de la regulación de la apoptosis (324). El que hayan 
aparecido cambios asociados a la aterosclerosis que no han sido encontrados en los 
estudios previos del grupo con EAD sin agrupamiento por EAC subyacente, parece 
reforzar la hipótesis de que se estaría produciendo la activación de ciertos mecanismos 
típicos de la aterosclerosis en la VA por mediación de factores circulantes. 
Entre los grupos T e IA se identificaron 5 proteínas.  Se encontraron aumentadas en IA 
la albúmina y la antitrombina III. La albúmina es un potente anti-oxidante (317) 
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mientras que la antitrombina III inhibe la formación de coágulos (210), corroborando 
una vez más la posible resistencia de los individuos con IA ante procesos clave que 
ocurren durante la calcificación valvular. Sin embargo, como ya hemos comentado, hay 
que tener en cuenta que la albúmina presenta numerosas funciones, por lo que es difícil 
asociar una isoforma a una función concreta. Estaban disminuidas en IA el lumican, 
relacionado con la matriz extracelular (312), y el mimecan, implicado en la 
calcificación (282, 283). También se encontraron 3 manchas proteicas correspondientes 
a la vimentina, una aumentada y 2 disminuidas en IA. La aparición de diferentes 
isoformas de esta proteína sugiere una posible alteración en la regulación de la 
apoptosis en las enfermedades valvulares (324). 
Entre los grupos IA y EAD se identificaron 2 proteínas disminuidas en EAD: la 
albúmina y la peroxirredoxina-2, ambas con propiedades antioxidantes (317, 325) lo 
que pueden estar implicando una disminución en la protección de las válvulas EAD 
debida a la calcificación. 
Los resultados obtenidos en este estudio, apoyan la existencia de una relación entre la 
EAD y la EAC, sugiriendo que, además de existir un proceso similar durante el 
desarrollo de la enfermedad, se produce una afectación a nivel valvular (incluso en 
válvulas aparentemente sanas) como consecuencia de la EAC. El bajo número de 
proteínas diferenciales (tan solo 5) entre T y  EAD, en pacientes con EAC subyacente, 
han correspondido fundamentalmente a proteínas estructurales, no habiendo encontrado 
ninguna diferencia a nivel de proteínas inflamatorias o de respuesta inmune. Pensamos 
que esto es debido a que las válvulas de individuos con aterosclerosis, aunque presentan 
una morfología y funcionalidad normal, podrían estar sufriendo algún proceso 
inflamatorio relacionado con la EAC.  
3. INTEGRACIÓN DE RESULTADOS 
Para finalizar, hemos realizado diferentes análisis bioinformáticos con el objetivo de 
obtener una visión a nivel global de las diferencias observadas entre los distintos grupos 
de estudio.  
Con el propósito de esclarecer las diferencias a nivel molecular entre los tipos de 
válvulas no calcificadas utilizadas en esta Tesis Doctoral (trasplantes e IA) se realizó un 
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análisis funcional con todas las proteínas diferencialmente expresadas entre estos dos 
grupos.  A nivel funcional, la mayor parte de las diferencias se deben a alteraciones 
relacionadas con la coagulación y la apoptosis, así como a la regulación de la 
homeostasis, la inflamación y la respuesta inmune. Esto nos lleva a pensar que las 
alteraciones a nivel circulatorio debidas a la dilatación del arco aórtico que sufren estos 
pacientes ejercen un efecto negativo sobre el tejido valvular. La presencia de 
turbulencias en el flujo sanguíneo debidas a la alteración en la apertura de la VA ha de 
generar un estrés sobre el propio tejido valvular que podría estar provocando, a su vez, 
la activación de una serie de mecanismos de respuesta a nivel molecular. En base a los 
grupos funcionales significativamente representados en el análisis, podemos indicar la 
activación de procesos inflamatorios y de respuesta inmune en la válvula a consecuencia 
de la IA, así como un mayor entorno pro-apoptótico y pro-trombótico.  
Al realizar el análisis de interacciones proteicas, encontramos que la mayoría de las 
proteínas eran agrupadas en un grupo único,  formando un red de interacción molecular 
que estaría siendo activada a nivel valvular en la IA.  
Las diferencias en homeostasis, coagulación e inflamación, también aparecen al realizar 
el análisis bioinformático con todas las proteínas diferenciales encontradas entre 
trasplantes y pacientes con EAD, pero de forma más acusada. Este resultado nos indica 
que algunos de los procesos activados en la VA con la EAD estaría teniendo lugar en la 
IA, lo que refuerza nuestra hipótesis inicial que consideraba la VA con IA como un 
control adecuado para el análisis multi-ómico del proceso de calcificación de la EAD, 
permitiendo aislar los procesos activados a nivel molecular por la alteración funcional 
de la válvula. Por otro lado, también es significativa la representación de proteínas de 
matriz extracelular, lo que implica un remodelado importante de la matriz asociado a la 
EAD que no ocurre en la IA.  
El análisis funcional de las proteínas diferenciales entre pacientes con IA y EAD se 
realizó con la finalidad de aislar las alteraciones debidas al desarrollo de la EAD de 
aquellas producidas por el funcionamiento incorrecto de la válvula. Este análisis 
corroboró la existencia de una elevada representación de proteínas implicadas en 
respuesta inmune, inflamación y coagulación. Además, también apareció una elevada 
representación de peptidasas e inhibidores de peptidasas, que están implicadas en el 
remodelado de la matriz extracelular. Tanto este resultado, como el obtenido al analizar 
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los diferencias entre IA y EAD que no aparecían en la comparación de T e IA, han 
mostrado un papel fundamental del remodelado de matriz en la calcificación de la VA 
durante el desarrollo de la EAD. Este proceso no se ha visto activado en las válvulas 
con IA, lo que parece indicar que es el paso de los miofibroblastos valvulares a 
osteoblastos  el que estaría conllevando el cambio de las proteínas de matriz extracelular 
típico de la EAD, y serían estas células las responsables de la secreción de las proteínas 
de matriz que aparecen en la VA calcificada. Tras el análisis de interacciones, 
encontramos una pequeña red de interacción formado sólo por 3 proteínas: la proteína 
de unión al selenio 1 y la α-enolasa, implicadas en el engrosamiento de la matriz, y la 
peroxirredoxina-2, con propiedades antioxidantes. Estas proteínas no han aparecido en 
el resto de comparaciones, lo que indicaría que su alteración está directamente 
relacionada con el desarrollo de la calcificación de la VA con la EAD. Por lo tanto, este 
sub-grupo de proteínas nos parece un punto de partida interesante para futuros estudios 
con el objetivo de definir su potencial validez como biomarcadores de la patología o 
posibles dianas terapéuticas.  
Tanto en la EAD como en la IA se encuentran activos un gran número de mecanismos 
inflamatorios y de respuesta inmune. A nivel de la EAD, hemos observado mayor 
severidad en estos mecanismos, lo que seguramente se deba al mayor estrés que se 
genera debido a la progresión de la calcificación, que actuará de manera sinérgica en la 
activación de estos procesos con la alteración funcional de la VA, presente en ambas 
patologías valvulares. Por otro lado, en las válvulas con IA hemos encontrado indicios 
de un mayor número de mecanismos de defensa ante el estrés oxidativo y la inflamación 
generados en el tejido. Es decir, a pesar de activarse determinados procesos 
inflamatorios con motivo de la alteración funcional de la VA, en la IA ésta es capaz de 
contrarrestar los efectos deletéreos de un entorno pro-inflamatorio mediante la 
activación de mecanismos de respuesta anti-oxidantes y anti-inflamatorios. Una 
alteración en estos mecanismos, junto con una mayor respuesta inflamatoria, podría 
estar marcando la diferencia entre que se desarrolle o no el proceso de calcificación de 
la válvula, dando lugar a una EAD.  
Por último, hemos analizado todas las proteínas diferenciales entre válvulas de pacientes 
con y sin EAC para adentrarnos en el efecto que la aterosclerosis está ocasionando a 
nivel del tejido valvular. En este caso, destacan las diferencias encontradas a nivel de 
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metabolismo lipídico, regulación del citoesqueleto y movilidad celular. Esto también se 
observa en el análisis de interacciones, donde se observa una red de interacción formada 
por proteínas de citoesqueleto. También aparecen alteraciones a nivel plaquetario y de 
respuesta inmune. Estas diferencias coinciden con alteraciones descritas en la 
aterosclerosis por lo que pensamos que la EAC podría estar induciendo procesos 
homólogos en la VA, independientemente de su grado de afectación. Esto se podría 
estar viendo favorecido por la liberación de mediadores moleculares o celulares de la 
placa de ateroma al torrente sanguíneo, que estarían provocando alteraciones a nivel de 
la VA. En las válvulas menos afectadas esto podría favorecer en desarrollo de EAD a 
largo plazo.  
Mediante la realización de diversos estudios a nivel de plasma y tejido, empleando la IA 
como control de la EAD,  hemos encontrado un gran número de proteínas y metabolitos 
implicados en el desarrollo de la calcificación, ya que hemos podido aislar la alteración 
funcional que sufre la VA del proceso degenerativo tisular. Además, los resultados del 
modelo animal de EAD desarrollado han mostrado proteínas relacionadas con el 
citoesqueleto, situaciones de hipoxia y estrés del reticulo endoplasmático. Queremos 
destacar las cadenas ligeras de la miosina, ya que no habían sido relacionadas antes con 
la EAD, y la ATPasa del retículo endoplasmático, que confirma la implicación del 
retículo endoplasmático y del control en la síntesis de proteínas en esta enfermedad. 
Todas estas proteínas deberán ser analizadas para confirmar su traslación a estudios 
humanos.  
También hemos encontrado procesos en común entre el análisis metabolómico y los 
análisis proteómicos. Concretamente, hemos encontrado metabolitos implicados en 
coagulación, remodelado de la matriz, estrés oxidativo, coagulación e hipoxia. La 
mayoría de las alteraciones encontradas pertenecen a este último grupo y forman parte 
de las vías de metabolismo energético. Por eso pensamos que sería muy  interesante 
analizar en el futuro las enzimas implicadas en esas vías, realizando así una integración 
completa de los estudios proteómicos y metabolómicos y teniendo una visión global de 
los mecanismos implicados en la enfermedad.  
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CONCLUSIONES 
 
1) El modelo animal de conejo utilizado ha permitido el estudio de la EAD en esta 
especie controlando las diferencias entre los grupos experimentales debidas a 
factores externos y evitando la heterogeneidad de las poblaciones empleadas en 
estudios humanos.  
2) El análisis de proteómica diferencial mediante 2D-DIGE de válvulas aórticas de 
conejos con EAD ha mostrado 8 proteínas diferencialmente expresadas respecto 
a los conejos sanos, relacionadas con el citoesqueleto, situaciones de hipoxia y 
estrés del reticulo endoplasmático.  
3) El análisis de metabolómica diferencial mediante GC-MS de plasma completo 
en pacientes con EAD ha mostrado 19 metabolitos aumentados con respecto a 
pacientes con IA, relacionados con el metabolismo energético, hipoxia, 
coagulación, estrés oxidativo y metabolismo lipídico.  
4) El análisis mediante MALDI-IMAGING de secciones de tejido valvular 
estenótico nos ha permitido estudiar la distribución superficial de los péptidos 
endógenos del tejido con una resolución espacial de 75 µm y ofrece una 
alternativa al análisis anatomopatológico por histología tradicional, permitiendo 
en el futuro caracterizar a nivel molecular tejidos de válvula aórtica con 
diferentes grados de lesión estenótica, con gran resolución. 
5) Los resultados del análisis de proteómica diferencial mediante 2D-DIGE de 
válvulas aórticas de pacientes con EAD y pacientes con IA han mostrado 
indicios de un perfil característico de la válvula aórtica con EAD y EAC 
subyacente, y han promovido la realización de un nuevo experimento bajo la 
hipótesis de que la afectación coronaria podría estar modificando el perfil 
molecular de la válvula aórtica.  
6) Las diferencias a nivel molecular halladas en el análisis proteómico realizado 
empleando válvulas aórticas de trasplante como control mostraron la activación 
de procesos inflamatorios, de respuesta inmune y un mayor entorno pro-
trombótico en la válvula a consecuencia de la IA, y de manera más acusada en la 
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EAD, lo que implicaría que las alteraciones a nivel circulatorio debidas a la 
dilatación del arco aórtico que sufren los pacientes con IA ejercen un efecto 
negativo sobre el tejido valvular. 
7) Los resultados obtenidos en los análisis proteómicos diferenciales sobre tejido y 
plasma entre IA y EAD han mostrado un papel fundamental del remodelado de 
matriz en la calcificación de la válvula aórtica durante el desarrollo de la EAD. 
La activación de este proceso no se produce con el desarrollo de la IA, ya que no 
se ha observado una representación significativa de proteínas implicadas en este 
proceso en la comparación de trasplantes e IA.  
8) Los análisis -ómicos de plasma y tejido han mostrado que, tanto en la EAD 
como en la IA, se encuentran activos un gran número de mecanismos 
inflamatorios y de respuesta inmune, siendo más acusados en la EAD. En las 
válvulas con IA hemos encontrado indicios de un mayor número de mecanismos 
de defensa ante el estrés oxidativo y la inflamación generados en el tejido. 
9)  El elevado número de proteínas diferencialmente expresadas entre válvulas del 
mismo tipo comparadas atendiendo a la presencia o ausencia de EAC sugiere 
que la EAC podría inducir procesos homólogos en la válvula aórtica, 
independientemente del grado de afectación de la misma. En las válvulas menos 
afectadas (trasplantes e IA), esto podría favorecer el desarrollo de EAD a largo 
plazo. 
10)  Mediante la realización de un análisis multi-ómico a nivel de plasma y tejido 
humanos, empleando la IA como control de la EAD, se ha podido definir un 
gran número de proteínas y metabolitos implicados en el desarrollo de la 
calcificación valvular aórtica, ya que se ha podido aislar la alteración funcional 
que sufre la válvula del proceso degenerativo tisular. 
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